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Eine universelle Herstellungsmethode fiir extrem kleine magneto-

fluoreszierende Nanohybride™**

Artur Feld, Jan-Philip Merkl, Hauke Kloust, Sandra Flessau, Christian Schmidtke,
Christopher Wolter, Johannes Ostermann, Michael Kampferbeck, Robin Eggers, Alf Mews,

Theo Schotten und Horst Weller*

Abstract: Die Saat-Emulsionspolymerisation ist eine effiziente
Herstellungsmethode fiir nanoskalige multifunktionale Hy-
bridmaterialien. In einem zweistufigen Prozess wurden zu-
ndchst Eisenoxidnanopartikel mit einer Hiille aus Polystyrol
verkapselt. Diese wurden anschlieflend mit Quantenpunkten in
Quantenstiben (QDQRs) belegt, sodass Nanohybride mit
Eisenoxidkern und QDQR-Satelliten resultierten. Die Syn-
these einer nahtlosen Polystyrolhiille ermdoglicht sowohl die
Fixierung des Konstruktes als auch die Steuerung seiner Zu-
sammensetzung. Dadurch bleiben die Fluoreszenzeigenschaf-
ten der QDQRs und die magnetischen Eigenschaften des Ei-
senoxids unverdndert, was mittels Einzelpartikeluntersuchung,
Messung der Fluoreszenzabklingzeit und Relaxometrie nach-
gewiesen werden kann. Die Biofunktionalisierung erfolgte
direkt durch Copolymerisation von entsprechenden Affini-
titsmolekiilen. Die Anwendbarkeit der Methode auf ver-
schiedenartige Nanopartikel wurde demonstriert.

N anokristalle sind insbesondere aufgrund von Eigenschaf-
ten wie Superparamagnetismus, Fluoreszenz oder plasmoni-
schem Verhalten attraktive Materialien fiir biomedizinische
Anwendungen.['! Weiterhin werden sie auch als Basis fiir
neue Therapeutika und als Wirkstofftransporter gesehen.?
Gewohnlich werden dabei drei unterschiedliche Arten von
Nanokristallen verwendet, welche die genannten Eigen-
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Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag (Experimentalteil,
Design und Charakterisierung der Nanohybride sowie ein Video zur
konfokalen Fluoreszenzmikroskopie) sind im WWW unter http://
dx.doi.org/10.1002/ange.201503017 zu finden.
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schaften aufweisen: Eisenoxid-,”! Halbleiter- und Goldna-
nokristalle.! CdSe/CdS/ZnS-Quantenpunkte (QDs) eignen
sich durch eine hohe Fluoreszenzquantenausbeute und Pho-
tostabilitit fiir diverse Fluoreszenz-Bildgebungstechniken.”!
Seit kurzem befinden sich Quantenpunkte in Quantenstédben
stirker im Fokus der Forschung, insbesondere wegen ihrer
noch hoheren Fluoreszenzquantenausbeute, polarisierter
Emission und verbesserter Mehrphotonenabsorption.! Ein
Material, das magnetische Eigenschaften mit Fluoreszenz
und/oder plasmonischen Eigenschaften verbindet, ist er-
wiinscht, da verschiedene Verfahren die jeweiligen Eigen-
schaften nutzen, um Bilder zu erzeugen. Eine Kombination
von verschiedenen Eigenschaften in einem Material kann
somit direkt multimodale Bildgebungen ermoglichen. Da
derzeit kein bekanntes Material existiert, das all diese Ei-
genschaften aufweist, wurden in der Vergangenheit multi-
funktionale Komposite hergestellt, indem unterschiedliche
Nanopartikel zu einem Konstrukt vereint wurden. Solche
Konstrukte werden oftmals als Nanokomposite oder Nano-
hybride bezeichnet.

In der Literatur werden verschiedene Varianten fiir die
Herstellung von Nanokristallhybriden und deren Anwendung
beschrieben. Diese Synthesen erfolgen direkt durch eine
Zusammenlagerung (Clustern) von nativen Nanokristallen,”
durch gemeinsame Verkapselung verschiedener Arten von
Nanokristallen oder durch Konjugation einzelner Nanokon-
strukte.”’ Insbesondere die zweite Variante birgt ein hohes
Potenzial, da die jeweiligen Eigenschaften der Nanokristalle
unabhingig voneinander beeinflusst und damit fiir verschie-
dene Bildgebungsmodalitidten optimiert werden konnen. Al-
lerdings ist darauf zu achten, dass keine unerwiinschten
Wechselwirkungen innerhalb des Nanohybrids auftreten und
dadurch die jeweiligen Eigenschaften beeintriachtigt oder gar
aufgehoben werden. Beispielsweise kann in einem magneto-
fluoreszierenden Hybrid die Fluoreszenz der Halbleiterna-
nokristalle durch Eisenoxidnanopartikel oder durch freige-
setzte Eisenionen geloscht werden, weshalb solche Kon-
strukte nur sehr selten in der Literatur beschrieben werden.!
Des Weiteren konnen grofle Hybride, wegen iibermafliger
Zusammenlagerung, fiir biologische Systeme inhdrent limi-
tierende GroBenordnungen iiberschreiten.”

Kiirzlich haben Bawendi und Mitarbeiter Uberstrukturen
vorgestellt, deren Kerne aus dicht gepackten magnetischen
Nanopartikeln bestehen und vollstédndig von einer Schale aus
fluoreszierenden Quantenpunkten umgeben sind. Jeder ,,Su-
pernanopartikel® besteht aus ungefidhr 2000 Nanokristallen
mit einem Gesamtdurchmesser von mindestens 100 nm."”
Diese Partikel sind sehr regelméBig aufgebaut, was grund-
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sdtzlich fiir eine monodisperse Grofienverteilung sorgt.
Obwohl dadurch die Photolumineszenz-Quantenausbeute
(PLQY) signifikant auf bis zu 12 % reduziert wurde, erlaubt
die Vielzahl an fluoreszierenden CdSe/CdS-Quantenpunkten
die Detektion eines einzelnen Clusters. Die Vielzahl an QDs
resultiert folglich auch in einem unterdriickten Blinkverhal-
ten. Durch eine mogliche Akkumulation der grofen Partikel
in der Leber und eine eventuelle Freisetzung von Cadmi-
umionen ergeben sich toxikologische Risiken fiir den leben-
den Organismus.

Hier stellen wir ein neues zweistufiges Konzept vor, das
wir als signifikante Verbesserung unserer kiirzlich entwi-
ckelten Saat-Emulsionspolymerisationstechnik ansehen.'!!
Diese Technik ermoglichte bereits die Coverkapselung von
Gold- und Eisenoxidnanokristallen ohne Beeintrachtigung
der jeweiligen physikochemischen Eigenschaften. Allerdings
stellt die Kombination von Eisenoxid- und Halbleiternano-
kristallen eine besondere Herausforderung dar und konnte
mittels Coverkapselung nicht realisiert werden.

Der Kontakt von Eisenoxidnanokristallen und QDQRs
fiihrte zur irreversiblen Fluoreszenzloschung.”™ Die hier
vorgestellte Methode erméglicht hingegen sowohl die Her-
stellung der gewiinschten Hybridstrukturen als auch den
volligen Erhalt der urspriinglichen Fluoreszenzeigenschaften
der QDQRs. Uberdies kann die Zusammensetzung des Na-
nohybrids beliebig von Dyaden hin zu Clustern, die bis zu 40
Nanopartikel beinhalten, verdndert werden, wobei sich der
Durchmesser sukzessive von 50 auf 150 nm (DLS) erhoht.

Wihrend des ersten Schrittes (I), der Bildung der ma-
gneto-fluoreszierenden Hybridstrukturen, wurden FEisen-
oxidnanokristalle mit einer Polysorbat 80/Polystyrol-Schale
verkapselt (Schema 1, A—B).""? Nach der Reinigung des
Produktes erfolgte eine kontrollierte Anlagerung von elon-
gierten QDQRs (CdSe/CdS) auf den Eisenoxid-Polystyrol-
Saatpartikeln. Zwar war es wesentlich einfacher, kugelfor-
mige Halbleiternanokristalle (QDs) abzuscheiden als die
elongierten Partikel (QDQRs), doch der Fokus unseres In-
teresses lag auf QDQRs, insbesondere aufgrund ihrer bereits
erwdhnten herausragenden FEigenschaften. Der Anlage-
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Schema 1. Die zweistufige Nanohybridsynthese. Schritt I: A) Eisenoxid-
nanopartikel (native Liganden nicht gezeigt), B) Eisenoxidnanokristalle
mit der ersten Polystyrolhiille (Eisenoxid-Polystyrol-Saatpartikel),

C) Nanohybrid nach der Anlagerung von QDQRs. Schritt Il: D) Nano-
hybrid nach der Synthese einer diinnen Polystyrolhiille, E) Nanohybrid
nach der Zweiten Saat-Emulsionspolymerisation, wenn sich Eisenoxid-
QDQR-Dyaden durch eine hohe Styrolkonzentration zusammenlagern.

© 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

rungsschritt (Schema 1, B—C) ist maBgeblich verantwortlich
fiir die finale Struktur des Hybrids. Die ausschlaggebenden
Einflussfaktoren in diesem Schritt sind dabei Injektionsge-
schwindigkeit, QDQR-Aspektverhiltnis, das Konzentrati-
onsverhiltnis von Eisenoxid zu QDQR und ebenso die
Oberflichenfunktionalisierung der individuellen Saatpartikel
(siche die Hintergrundinformationen fiir eine detaillierte
Beschreibung).

Kurz gefasst gelang die kontrollierte Synthese von
QDQRs-Eisenoxid-Dyaden, indem eine hoch konzentrierte
Losung aus Eisenoxid-Polystyrol-Saatpartikeln und QDQRs
in Tetrahydrofuran gemischt und anschlieSend schnell in eine
wissrige Losung von Polysorbat 80 injiziert wurde. Aufgrund
der dadurch ansteigenden Polaritdt der Losung lagerten sich
die QDQR-Nanokristalle an die Polystyrolschale an
(Schema 1, B—C). Interessanterweise neigen jedoch QDQRs
mit einem Aspektverhiltnis iiber 8 dazu, sich untereinander
parallel anzuordnen, ohne sich dabei an die PS-Schale anzu-
lagern. Die abschlieBende Fixierung der Hybride unter
gleichzeitiger Funktionalisierung mit ausgewihlten Affini-
tdtsmolekiilen wie Biotin erfolgte in der zweiten Stufe der
konsekutiven Polymerisation (Schema 1, C—D/E).

Hierbei werden bereits etablierte Methoden® der Co-
verkapselung'? und Konjugation"” unterschiedlicher Na-
nopartikel kombiniert, um eine zielgerichtete Synthese von
multifunktionalen Kern-Satelliten-Nanohybriden mit kon-
trollierten Oberflicheneigenschaften zu ermdoglichen. Uber
die Konzentration kann dabei die finale Struktur eingestellt
werden, wobei aus einer geringen Konzentration an Mono-
meren (Divinylbenzol und Styrol) und NP hauptsichlich
Dyaden als Produkte resultieren (74nm (DLS), Abbil-
dung 1a). Eine hohe Monomer- und Nanopartikelkonzen-
tration fiihrt dagegen zu Clustern von Hybriden mit einem
Durchmesser bis 150 nm (DLS, Abbildung 1b und c). Be-
merkenswert ist hierbei, dass das QDQR-Eisenoxid-Ver-
héltnis in den Clustern unverindert ca. 1 betrdgt. Von daher
liegt nahe, dass sich die vorher gebildeten QDQR-Eisenoxid-
Dyaden im Zuge des zweiten Polymerisationsschrittes zu
groBeren Clustern zusammenlagern. Weitere Untersuchun-
gen erfolgten an den aus Dyaden bestehenden Proben.

Absorptions- und Fluoreszenzeigenschaften dieser Hy-
bride sind in Abbildung 2a und b gezeigt. Das Absorptions-
spektrum der Hybride (durchgehende schwarze Linie) ist die
exakte Superposition der Absorption der Eisenoxidnanopar-
tikel (gepunktete schwarze Linie) und die der QDQRs (rote
Linie), wobei Spektrum und Fluoreszenzspektrum identisch
zu denen der reinen QDQRs sind. Aufgrund der starken
Lichtabsorption der Eisenoxidnanopartikel, liefern Stan-
dardmessungen der Fluoreszenzquantenausbeute keine ver-
lasslichen Werte. Unter Beriicksichtigung des ,,inneren Fil-
tereffekts* ergeben sich allerdings nahezu identische Fluo-
reszenzintensitdten fiir die Hybride im Vergleich zu den
reinen QDQRs. Wie Abbildung 2b deutlich zeigt, 4ndert sich
die Fluoreszenzlebenszeit (11 ns) der Hybride nicht. Wir
folgern daraus, dass keine Wechselwirkungen zwischen den
Eisenoxidnanokristallen und den QDQRs existieren, die zur
dynamischen Fluoreszenzloschung fithren wiirden. Eine zu-
sétzliche Bestitigung fiir die Beibehaltung der Fluoreszenz-
eigenschaften der einzelnen QDQRs in den Hybriden liefer-
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Abbildung 1. Reprisentative TEM-Aufnahmen der verschiedenen Nano-
hybride in Abhingigkeit der verschiedenen Monomerkonzentrationen
wihrend der zweiten Saat-Emulsionspolymerisation. Der Einschub
zeigt ein dreidimensionales Histogramm der Anzahl der QDQRs
n(QRQDs) und der Anzahl der Eisenoxide n(Fe;O,) innerhalb eines
isolierten Nanohybrids. Eingesetzte Monomermengen: a) 4 nmol,

b) 8 nmol, ¢) 26 nmol.

ten Fluoreszenzuntersuchungen an einzelnen Partikeln (Ab-
bildung 2c¢).

Die Charakterisierung der Fluoreszenzeigenschaften der
Hybride mittels Konfokaltechniken spiegelt biologische Be-
dingungen préaziser wider als Messungen in einer Kiivette, da
in beiden Systemen die Proben iiblicherweise stark verdiinnt
sind und somit einen geringen Absorptionsquerschnitt auf-
weisen. Dadurch féllt die starke Lichtabsorption der Eisen-
oxidnanokristalle nicht so stark ins Gewicht.

Die durchschnittlichen Fluoreszenzintensititen der
QDQR-Eisenoxid-Hybrid-Emissionen waren im Rahmen des
statistischen Fehlers (10-15 gezidhlte Partikel) mit denen von
reinen QDQRs identisch. Weiterhin zeigten diese Dyaden
das fiir Einzelpartikel charakteristische Fluoreszenzblinken
(sieche Video in den Hintergrundinformationen). Es sei an-
gemerkt, dass Fluoreszenzblinken eine unabdingbare Vor-
aussetzung fiir hochauflosende Mikroskopie wie STORM und
verwandte Techniken ist."!

Diese Resultate zeigen, dass die QDQRs in den Hybriden
perfekt vor Fluoreszenzloschern geschiitzt sind und der
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Abbildung 2. a) Absorptionsspektrum der Nanohybride (schwarze
durchgehende Linie), der Eisenoxid-Polystyrol-Saatpartikel (schwarze
gepunktete Linie) und der QDQRs (rote Linie), normalisiertes Emissi-
onsspektrum der Nanohybride (blaue durchgehende Linie). b) Norma-
lisierte Fluoreszenzabklingkurven der Nanohybride (schwarz) und ein-
gekapselter QDQRs. c) Konfokale Fluoreszenzmikroskopie einzelner
Nanohybride.

durchschnittliche Abstand von QDQRs zum Eisenoxid aus-
reichend ist, um Elektron- und Energietransfer durch das
Eisen zu unterbinden. Dies bestétigen kiirzlich erschienene
Berichte unserer Arbeitsgruppe, in denen wir zeigen, dass
eine Polystyrolhiille einzeln verkapselte Halbleiternanokris-
talle sehr effektiv vor Fluoreszenzloschung schiitzt.'"* ! Hier
nutzten wir diesen entscheidenden Vorteil aus, um diverse
Nanokristalle in einer kontinuierlichen Polystyrolhiille ein-
zukapseln, wobei die erste Hiille die Eisenoxidnanokristalle
effektiv von den QDQRs abschirmt und somit dynamische
und statische Fluoreszenzloschung unterbindet. Weiterhin
fungiert die nahtlose Polystyrolhiille als Ionenbarriere und
verhindert das Herauslosen von Cadmiumionen. Die kom-
binierten QDQR/Eisenoxid magneto-fluoreszierenden Na-
nohybride erhalten vollstindig die Fluoreszenz der einge-
schlossenen QDQRs.

Die magnetischen Eigenschaften der magneto-fluores-
zierenden Nanohybride wurden mittels Relaxometrie be-
stimmt und weisen bei 1.41 Tund 37 °C eine r,-Relaxivitit von
164 mm~'s™! auf. Die Hybride zeigen somit die fiir Magnet-
resonanztomographie-Kontrastmittel typischen 7>- oder 7,*-
Relaxivitdten. Verglichen mit einzeln mittels Saat-Emulsi-
onspolymerisation verkapselten Eisenoxidnanokristallen sind
keine signifikanten Anderungen der r,-Relaxivitit zu beob-
achten. Das zeigt deutlich, dass nur ein einzelnes Eisenoxid-
partikel pro Dyade eingekapselt ist. Dagegen kann die 7>-
Relaxivitiit der Nanohybride auf 240 mm 's™! erhoht werden,
indem Strukturen aus Eisenoxidkern und Eisenoxidsatelliten
synthetisiert werden (siche die Hintergrundinformationen).
Dieser Effekt kann durch magnetische Wechselwirkungen
erklart werden, die zur Erhohung der Sittigungsmagnetisie-
rung der Eisenoxid-Eisenoxid-Hybriden fiihren.!!

Wie kiirzlich gezeigt, ermoglicht die Saat-Emulsionspo-
lymerisation auch eine simultane Copolymerisation von Af-
finitdtsmolekiilen. Dieser Vorgehensweise folgend, wurde im
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Zuge des zweiten Polymerisationsschrittes (II) Biotin-PEOg,-
N-(allyl-2-hydroxypropylether) copolymerisiert."” In einem
»Dot-Blot“-Experiment binden ausschlielich die biotiny-
lierten Proben an NeutrAvidin. Es wurde keine unspezifische
Wechselwirkung — insbesondere der nichtbiotinylierten Hy-
bride — beobachtet, was sowohl die Funktionalisierung be-
stétigt, als auch die kolloidale Stabilitit der Hybride zeigt
(siche Photo in den Hintergrundinformationen).

Um die Universalitit der Synthese zu demonstrieren,
verkapselten wir sowohl kugelférmige Gold-, Nickelplatin-
und Eisenoxidnanokristalle als auch sphérische Quanten-
punkte (CdSe/CdS/ZnS) und synthetisierten dadurch eine
Vielfalt von multifunktionalen Hybriden mit biologischer
Relevanz. Die Kombination aus Eisenoxid- mit Nickelpla-
tinnanokristallen konnte Anwendung als Katalysator finden,
wobei die Partikel einfach durch Anlegen eines Magneten
von der Reaktionslosung getrennt werden konnten.

Zusammenfassend ermoglicht die konsekutive Emulsi-
onspolymerisation die Herstellung hochentwickelter Nano-
hybride, welche vollig unterschiedliche Eigenschaften in sich
vereinen, und das unter Beibehaltung der urspriinglichen
Eigenschaften der jeweiligen Einzelkomponenten. Diese
Methode liefert auBerordentlich kleine Nanohybride mit ex-
zellenten Eigenschaften, die nur sehr schwer durch andere
Methoden oder gar mit einem einzelnen Material zu errei-
chen sind. Sowohl die Reinigung mittels magnetisierbarer
Sdulen als auch die Biofunktionalisierung des Nanohybrids
durch Copolymerisation eines Biotinmonomers sind prépa-
rativ sehr einfach durchzufiihren.

Wir glauben, dass diese Hybride einen substanziellen
Beitrag zur zielgerichteten dualen Bildgebung leisten.

Stichworter: Einzelpartikelspektroskopie -
Emulsionspolymerisation - Magneto-Fluoreszenz -
Nanohybride - Nanokomposite

Zitierweise: Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54, 12468-12471
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