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Sulfo-NHS N-hydroxysulfosuccinimid

USPION ultrasmall superparamagnetic iron oxide nanoparticle

REM Rasterelektronenmikroskopie

TEM Transmissionselektronenmikroskopie

VSM vibrierende Probe Magnetometer

XRD X-Ray diffraction
Symbolverzeichnis

A HAMAKER Konstante

B magnetische Flussdichte

¢ Lichtgeschwindigkeit

C CURIE-Konstante

X Suszeptibilitit

XDL DEBYE-HUCKEL Parameter

CN Nukleationskonzentration

Cs Sattigungskonzentration

Xiv



TABELLENVERZEICHNIS i

cf Ausgangskonzentration aller gelosten Ionen

(cosO) mittlere Ausrichtung der magnetischen Momente

D Partikeldurchmesser

Dy, Durchmesser der kristallinen Doméanen

e Elementarladung

E., Austauschenergie

E4 Anisotropieenergie

Jj Landé-Faktor

AG G1BBS-Energie

AG, Differenz der freien Enthalpie zwischen einem Monomer in Losung zu

dem Einheitsvolumen des Kristalls

AG, Freie Energie der Nukleation
et. al. und andere
gi LANDE Faktor

freie Oberflaichenenergie

gyromagnetisches Verhaltnis

Hc Koerzitivieldstarke

H magnetische Feldstarke

I Eigendrehimpuls

J Gesamtdrehimpulsquantenzahl
Jex Austauschintegral

k BoOLTZMANN Konstante

K Anisotropiekonstante

M Magnetisierung

Lo Permeabilitat des Vakuums

s bohrsches Magneton

Mg Sattigungsmagnetisierung

M, Remanenzmagnetisierung

0 Winkel zwischen der Magnetisierung und der leichten Achste
O kritische Temperatur

T Temperatur

Tn NEEL Temperatur

Te CURIE Temperatur

Va attraktive Wechselwirkungen
Vr repulsive Wechselwirkungen

2 Ladungszahl



i

TABELLENVERZEICHNIS



Kapitel 1
Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden superparamagnetische Eisenoxidnanopartikel (SPIONs)
iiber eine Hochtemperatur Hydrolyse von Eisendiethylenglykolat Komplexen fiir die An-
wendung als Kontrastmittel in der Magnetresonanztomographie (MRT), Tracer fiir die
magnetische Partikel Tomographie (MPT), sowie in einem Projekt zur Entwicklung ma-
gnetofluoreszenter Nanokonstrukte fiir den Einsatz in Hochdurchsatz und Point of Care
Diagnostik (Mankind) hergestellt, funktionalisiert und charakterisiert. Die Synthese und
Funktionalisierung der SPIONs wurde in dieser Arbeit auf die Anwendung in den unter-

schiedlichen biomedizinischen Anwendungen angepasst.

Fir die Verwendung der SPIONs als T-Kontrastmittel in der MRT wurden SPIONs
mit einer Partikelgrofie von <5 nm hergestellt. Durch die geringe Grofie der Nanopartikel
nimmt die Magnetisierung stark ab, wodurch ry so weit verringert wird, dass SPIONs als
T-Kontrastmittel verwendet werden konnen. Um eine hohe Reproduzierbarkeit, hohen
Durchsatz und einen leichten Transfer auf die industrielle Produktion durch numbering
up zu ermoglichen, wurde die Synthese erfolgreich auf eine Flusssynthese tiberfiihrt. Die
in dieser Arbeit entwickelte Flusssynthese ermoglicht die Synthese von SPIONs mit einer
Grofle von 2-4 nm im g/h Maflstab mit sehr hoher Reproduzierbarkeit. Die SPIONs wur-
den anschliefend mit Polysorbat 80, Polymaleinsaure-alt-decan und Polyethylenglykol-
Phosphat im wéssrigen Medium stabilisiert, um den Einfluss der Ligandenhiille auf die
Wasser Relaxation zu untersuchen. 3 nm SPIONS mit Polyethylenglykol-Phosphat als
Ligand zeigten ein sehr hohes Potential als T;-Kontrastmittel mit 7 = 7.1 mM~!s™1,
ry = 15.5 mM~!s™! und einem ry/r; von 2.18. Die besten publizierten T; Kontrastmit-
tel auf SPION Basis besitzen ein r5/r; Verhéltnis von ~ 2 bei 1.5 T. Somit lassen sich
mit der in dieser Arbeit entwickelten Flusssynthese und anschlieSender Stabilisierung mit
Polyethylenglykol-Phosphat biokompatible SPION basierte T;-Kontrastmittel mit einem
hohen Durchsatz und hoher Reproduzierbarkeit herstellen, welche ausgezeichnete Kon-

trasteigenschaften besitzen.
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Fir die Anwendung von SPIONs im MPT als Tracer wurden in dieser Arbeit zwei Me-
thoden entwickelt, mit denen SPIONs wéahrend der Synthese kontrolliert agglomeriert
werden konnen. In der ersten Methode agglomerieren die SPIONs kurz nach der Nuklea-
tion durch die ausschlielliche Verwendung von Eisen(II)chlorid als Eisenprecursor und
bilden blumenartige Partikelagglomerate. In der zweiten Methode werden die SPIONs
durch eine erhohte Wasserzugabe in Losung destabilisiert und agglomerieren. Durch diese
Methode lassen sich SPIONs von 40 bis 410 nm kontrolliert agglomerieren. Diese Ag-
glomerate wurden dann auf ihre Eignung als Tracer im MPT durch Untersuchungen im
MPS und VSM untersucht. Die iiber diese Methoden hergestellten SPION Agglomerate
zeigten eine sehr gute Groflenkontrolle und besitzen ein hohes Potential als MPT Tracer.
Partikelagglomerate mit einem hydrodynamischen Durchmesser von >70 nm und 40 nm
blumenartige SPION Agglomerate zeigten deutlich bessere Ergebnisse im MPS als die
kommerziell erhéltlichen SPION MPT Tracer Resovist® und Perimag® in dem Messbe-
reich bis zu ~30 harmonischen Frequenzen. Die 40 nm blumenartige Agglomerate zeigten
ein bis zu dreimal hoheres Signal als Resovist® und zweimal hoher als Perimag® bei ei-
ner harmonischen Frequenz von f/fy = 9 . Das Signal der blumenartigen Agglomerate
fiel bei hoheren Frequenzen schnell ab, sodass Perimag® ab f/fy 25 ein hoheres Signal
zeigte. Das Signal der Agglomerate, die iiber erhohte Wasserzugabe erhalten wurden, fiel
deutlich langsamer in den MPS Messungen ab, war aber zu Beginn nicht so hoch, wie das
der blumenartigen Agglomerate. Agglomerate mit einem hydrodynamischen Durchmesser
von 76 nm zeigten bis zu f/fo 37 ein hoheres Signal als Perimag® und iiber den gesamten

Messbereich als Resovist®.

Im Rahmen des Mankind Projektes sollte eine neue Methode zur Detektion von Anti-
genen durch Kopplung von magnetischen SPION- und fluoreszenten QD-Agglomeraten
entwickelt werden. Die hohe Fluoreszenz der QD-Agglomerate ermoglicht die Detekti-
on einzelner magnetofluoreszenter Konstrukte, wodurch eine hohe Sensitivitat erreicht
werden kann. Dies ermoglicht den Nachweis von viralen Antigenen in geringen Kon-
zentrationen ohne Polymerase-Kettenreaktion. In dieser Arbeit wurde eine Methode zur
Herstellung funktionalisierter magnetischer SPION-Agglomerate iiber das evaporations-
induzierte Selbstassemblierungs-Verfahren in einem Grofienbereich von 200-700 nm entwi-
ckelt. Diese Agglomerate wurden anschliefend durch Emulsionspolymerisation mit einer
quervernetzten Polystyrolhiille verkapselt und durch die Verwendung von Carbonséure-,
Methoxy- und Azid-funktionalisierten PI-0-PEG fiir anschlieBende Kopplungen erfolg-
reich funktionalisiert. Durch Verwendung eines flow focussed droplet Generators konnte
die Reproduzierbarkeit und Groflenverteilung der magnetischen Nanopartikelagglomerate

in einem Grofenbereich von 380 bis 470 nm signifikant verbessert werden.



In einem Modellexperiment in dem die SPION- und QD-Agglomerate mittels einer EDC /-
NHS-Reaktion gekoppelt wurden, konnte das hohe Potential dieser magnetofluoreszen-
ten Konstrukte fiir diagnostische Anwendungen gezeigt werden. Eine grofie Menge an
QD-Agglomeraten konnte an den SPION-Agglomeraten erfolgreich immobilisiert werden.
Dies ermoglichte die Einzeldetektion der magnetofluoreszenten Konstrukte im Fluss, in
einem noch nicht auf die Fluoreszenz der QDs optimierten Versuchsaufbau. In weite-
ren Experimenten konnte erfolgreich sekundéres IgG als Antigen mittels priméaren IgG-
funktionalisierten SPION- und QD-Agglomeraten detektiert werden. Das Signal der ma-
gnetofluoreszenten Konstrukte war um einen Faktor von 4 hoher als in dem Blindex-
periment, mit einem nicht bindenden Protein. Diese vorlaufigen Ergebnisse zeigen das
hohe Potential dieser Methode zur Detektion viraler Antigene, aber die Kopplungseffizi-
enz der Antikorper-funktionaliserten Agglomerate war deutlich geringer als der mittels
EDC/NHS-gekoppelten magnetofluoreszenten Konstrukte. Bevor diese Methode klinisch
getestet werden kann, muss die Kopplungseffizienz der Antikoper-funktionalisierten Ag-
glomerate deutlich erhoht werden. Weiterhin muss die Reproduzierbarkeit der magneti-

schen und fluoreszenten Agglomerate sichergestellt werden.
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Summary

In this work, superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONs) were obtained via
high-temperature hydrolysis of iron diethylene glycolate complexes for use as contrast
agents in magnetic resonance imaging (MRI), tracers for magnetic particle imaging (MPI)
and in a project to develop magnetofluorescent nanoconstructs for use in high-throughput
and point-of-care diagnostics (Mankind). The synthesis and functionalization of the SPI-

ONs was adapted for use in different biomedical applications..

SPIONs with a particle size of <5 nm were synthesized for the use of SPIONs as T,
contrast agents in MRI. Due to the small size of the nanoparticles, the magnetization
decreases greatly, reducing r enough that SPIONs can be used as T4 contrast agents. To
enable high reproducibility, high throughput, and easy transfer to industrial production
by numbering up, the synthesis was successfully transferred to a flow synthesis. The flow
synthesis developed in this work enables the synthesis of SPIONs with a size of 2-4 nm
on a g/h scale with very high reproducibility. The SPIONs were then stabilized in an
aqueous medium with polysorbate 80, polymaleic acid-alt-decane and polyethylene glycol
phosphate in order to investigate the influence of the ligand shell on water relaxation.
3 nm SPIONS with polyethylene glycol phosphate as a ligand showed a very high potenti-
al as a T contrast agent with 7 = 7.1 mM~'s™! r, = 15.5 mM~!s™! and a ry/r; of 2.18.
The best published Ty contrast agents based on SPION have a /7 ratio of ~ 2 at 1.5 T.
Thus, with the flow synthesis developed in this work and subsequent stabilization with
polyethylene glycol phosphate, biocompatible SPION-based T;- contrast agents with a
high throughput and high reproducibility can be obtained, which show excellent contrast

properties.

For the application of SPIONs in the MPI as a tracer, two methods were developed in
this work, with which SPIONs can be agglomerated during the synthesis in a controlled
manner. In the first method, the SPIONs agglomerate shortly after nucleation by using
only Iron(II) chloride as the iron precursor and form flower-like particle agglomerates.
In the second method, the SPIONs are destabilized in solutaion and agglomerate by the
addition of high water contents. With this method, SPIONs from 40 to 410 nm can be

5
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agglomerated in a controlled manner. These agglomerates were then examined for their
suitability as tracers in the MPI by investigations in the MPS and VSM. The SPION
agglomerates produced using these methods showed very good size control and have great
potential as MPI tracers. Particle agglomerates with a hydrodynamic diameter of >70 nm
and 40 nm flower-like SPION agglomerates showed significantly better results in the MPS
than the commercially available SPION MPI tracers Resovist® and Perimag® in the mea-
suring range up to ~30 harmonic frequencies. The 40 nm flower-like agglomerates showed
up to three times higher signal than Resovist® and two times higher than Perimag® at a
harmonic frequency of f/fy = 9 . The signal from the flower-like agglomerates dropped off
quickly at higher frequencies, so Perimag® showed a higher signal from f/fy 25 onwards.
The signal of the agglomerates, which were obtained via increased water addition, fell off
much more slowly in the MPS measurements, but was initially not as high as that of the
flower-like agglomerates. Agglomerates with a hydrodynamic diameter of 76 nm showed
up to f/fo 37 a higher signal than Perimag® and over the entire measuring range than

Resovist®.

As part of the Mankind project, a new method for the detection of antigens by coup-
ling magnetic SPION and fluorescent QD agglomerates should be developed. The high
fluorescence of the QD agglomerates enables the detection of individual magnetofluore-
scent constructs, which means that high sensitivity can be achieved. This enables the
detection of viral antigens at low concentrations without polymerase chain reaction. In
this work, a method for the production of functionalized magnetic SPION agglomera-
tes via the evaporation-induced self-assembly process in a size range of 200-700 nm was
developed. These agglomerates were then encapsulated with a crosslinked polystyrene
shell by emulsion polymerization and successfully functionalized by using carboxylic acid,
methoxy, and azide functionalized PI-b-PEG for subsequent couplings. By using a flow
focused droplet generator, the reproducibility and size distribution of the magnetic nano-

particle agglomerates in a size range from 380 to 470 nm could be significantly improved.

In a model experiment in which the SPION and QD agglomerates were coupled via an
EDC/NHS reaction, the high potential of these magnetofluorescent constructs for diagno-
stic applications could be shown. A large amount of QD agglomerates could be successfully
immobilized on the SPION agglomerates. This enabled the single detection of the magne-
tofluorescent constructs in the flow, in an experimental setup not yet optimized for the
fluorescence of the QDs. In further experiments, secondary IgG could be successfully de-
tected as an antigen using primary IgG-functionalized SPION and QD agglomerates. The
signal from the magnetofluorescent constructs was a factor of 4 higher than in the blind

experiment, with a non-binding protein. These preliminary results show the high poten-



tial of this method for the detection of viral antigens, but the coupling efficiency of the
antibody-functionalized agglomerates was significantly lower than that of the EDC/NHS-
coupled magnetofluorescent constructs. Before this method can be tested clinically, the
coupling efficiency of the antibody-functionalized agglomerates must be significantly in-
creased. Furthermore, the reproducibility of the magnetic and fluorescent agglomerates

must be ensured.
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Kapitel 2
Einleitung

Als Nanopartikel werden Partikel in einem Gréflenbereich von unter 100 nm bezeichnet.
Sie besitzen aufgrund ihrer Gréfle und ihrem groflien Verhaltnis von Oberfliche zu Vo-
lumen physikalische und chemische Eigenschaften, welche in makroskopischen Systemen
nicht zu finden sind. In diesem Groflienbereich beeinflussen quantenmechanische Effekte
die Partikeleigenschaften deutlich. Eine Verdnderung der Grofie um nur wenige Nanome-

ter hat einen groBen Einfluss auf die Materialeigenschaften. 2

Eines der bekanntesten Beispiele fiir auftretende Phénomenen in Nanomaterialien ist der
GroBlenquantisierungseffekt, welcher bei nanoskaligen Halbleitermaterialien auftritt und
die optischen Eigenschaften dieser Materialien bestimmt.?! Da die Eigenschaften von Na-
nopartikeln von ihrer Gréfle abhangig sind, ist eine genaue Kontrolle der Groflenverteilung

wichtig, um die gewiinschten Eigenschaften zu erhalten. 13

Nanopartikel werden heutzutage in vielen Bereichen, wie in Displays, Brennstoffzellen,
Katalysatoren und auch als Kontrastmittel in bildgebenden medizinischen Geréten ver-
wendet. [*8 Fiir biomedizinische Anwendungen sind unter anderem Eisenoxidnanopartikel
aus Magnetit/Maghemit aufgrund ihrer besonderen magnetischen Eigenschaften und ih-
rer hohen Biokompatibilitdt von sehr hohem Interesse.®! Bei Eisenoxidnanopartikeln mit
einer Grofle von unter circa 30 nm tritt eine besondere Form des Magnetismus, der Su-
perparamagnetismus auf.”) Partikel dieser Groe besitzen nur eine magnetische Doméne,
welche durch die thermische Energie standig neu ausgerichtet werden kann. Dadurch besit-
zen superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONs) keine Remanenzmagnetisierung
und eine hohe Stabilitit in Losung. ) SPIONs besitzen gegeniiber anderen magnetischen
Nanopartikeln eine hohe Biokompatibilitéit, da sie von dem retikulohistiozytiaren System

aufgenommen und anschliefend fiir den Eisenspeicher des Korpers zur Verfiigung ste-

hen. [10:11]
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Aufgrund dieser auflergewohnlichen magnetischen Eigenschaften sind SPIONs fiir viele
medizinische Anwendungen wie fir die Magnetresonanztomographie (MRT), den Wirk-
stofftransport, der magnetische Hyperthermie und Zellaufreinigung von hohem Interes-
se.[12714 Um geeignete Partikel zu synthetisieren, wurde eine Vielzahl an unterschiedli-
chen Synthesen entwickelt, mit denen sich SPIONs unterschiedlichster Grofien und auch
Formen synthetisieren lassen.!!>'% Die Grofle, Form, sowie der Agglomerationsgrad der
Nanopartikel hat einen grofen Einfluss auf ihre magnetischen Eigenschaften.'™ Fiir
viele Bioanwendungen, wie zum Beispiel den Wirkstofftransport, ist es vorteilhaft die Par-
tikelgroffe moglichst gering zu halten, um die minimale Dosis an benétigten SPIONs und
die Belastung fiir den Kérper zu verringern. ?*) Eine Verringerung der Partikelgrée fithrt
aber auch zu einer Verschlechterung der magnetischen Eigenschaften, weil Oberflachen-
defekte bei kleinen SPIONs einen starken Einfluss auf ihre magnetischen Eigenschaften
haben. Der Anteil an Oberflichenatomen liegt bei einem 10 nm groflen Partikel bei unge-
fahr 20 %. Bei Partikeln mit einer Grofie von 2 nm steigt der Anteil der Oberflichenatome

auf 80 % aller Atome im Partikel an. [21:22

Neben den Partikeln selbst hat die Ligandenhiille und eventuelle Verkapselungen eine
essentielle Rolle auf die Eignung fiir biomedizinischen Anwendungen.?® Die Liganden
stabilisieren die Partikel im wéssrigen Medium, steuern ihre Bluthalbwertszeiten, sowie
die Wassermobilitat in der Néhe der Partikeloberfliche und die Bindung an Antikérper
fiir gezielten Wirkstofftransport. Verkapselungen von toxischen Nanopartikeln, wie zum
Beispiel CdSe Nanopartikeln, verringern ihre Toxizitat deutlich, da das Cd nur schwer
freigesetzt werden kann.'Im Falle von Eisenoxidnanopartikeln erschwert die Verkapse-

lung die Bioabbaubarkeit und Umwandlung in fiir den Korper verfiighares Eisen.

Eine Unterklasse der SPIONs, die sogenannten wultrasmall superparamagnetic iron oxide
nanoparticle (USPIONs < 5 nm), sind als Ersatz fir gadoliniumbasierte T;-Kontrastmittel
im MRT von sehr hohem wissenschaftlichem Interesse, da die gadoliniumbasierten Kon-
trastmittel in einigen Patienten bei wiederholter Anwendung Nebenwirkungen zeigen. 2425
Héaufig werden die USPIONS iiber organische Synthesen in kleinen Reaktionsansétzen her-
gestellt. Diese haben den Nachteil, dass sie anschlieBend mit Hilfe von mizellarer Verkap-
selung oder einem Ligandenaustausch in Wasser stabilisiert werden miissen. Nachteilig
bei dieser Synthese ist, dass die SPIONs nach dieser Synthese aufgrund der Stabilisierung
mit organischen Liganden in Wasser unloslich sind.!® Um diese Partikel fiir biomedizini-

schen Anwendungen verwenden zu konnen, muss dieser Ligand gegen einen hydrophilen
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Liganden ausgetauscht werden oder die Partikel mit Hilfe von amphiphilen Tensiden oder

Polymerhiillen in Wasser stabilisiert werden. [*2°)

Fiir den Transfer auf die klinische Anwendung von USPIONSs als T;-Kontrastmittel, muss
eine Synthese entwickelt werden, mit der sich SPIONs kostengiinstig, langzeitstabil und im
groflen Mafistab produzieren lassen. USPIONs neigen haufig aufgrund ihrer hohen Oberflé-
chenenergie zu Aggregation, was die Kontrasteigenschaften stark verandern kann. Doping
mit anderen Metallen kann das ry/r;-Verhéltnis verringern, aber solche Nanopartikelsys-
teme sind nicht von Interesse als Alternative zu den gadoliniumbasierten Kontrastmitteln,
wenn das zur Dotierung verwendete Metall im Korper nicht abgebaut werden kann oder

toxisch ist. [26]

Aufgrund dessen ist die Entwicklung einer Synthese, mit der sich USPIONs biokompatibel,
kostengtinstig, direkt in Wasser stabilisiert und langzeitstabil herstellen lassen, von hohem

wissenschaftlichem Interesse. [©
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Kapitel 3

Theoretischer Hintergrund

3.1 Bildung von Nanopartikeln

Nanopartikel konnen entweder an Keimen wachsen oder aus iibersattigten Losungen nu-
kleieren.*” Sind vor der Reaktion schon Keime in der Losung vorhanden, an denen die
Nanopartikel wachsen, wird dies als heterogene Nukleation bezeichnet. Bei der Nukleation
der Nanopartikel in Abwesenheit von Keimen und anschlieBendem Wachstum wird dies

als homogene Nukleation bezeichnet. 28!

LAMER beschrieb 1950 die schlagartige Bildung von Schwefelkeimen aus einer tibersét-
tigten Thiosulfatlosung und dem anschlieBenden Wachstum dieser Keime. % Diese theo-
retische Betrachtung der schlagartigen Keimbildung mit anschlieBendem Wachstum, das
LAMER Modell, wird auch noch heute fiir die Beschreibung der Nukleation und Wachs-
tum von Nanopartikeln verwendet. Das LAMER Modell fiir die homogene Nukleation
von Kristallen ist in Abbildung 1 dargestellt und beschreibt den zeitlichen Verlauf der

Konzentration des Monomers vor und nach der Nukleation. 29

13
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Monomerkonzentration

Reaktionszeit ——

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Konzentration des Monomers vor und
nach der Nukleation als Funktion der Zeit nach LAMER et al.[*)

Das LAMER-Diagramm ist in drei Phasen unterteilt, die Monomeranreicherungsphase (1),
die Nukleationsphase (II) und die Wachstumsphase (III). In der Monomeranreicherungs-
phase (I) steigt die Monomerkonzentration an, durchlauft dabei die Sattigungskonzentra-
tion ¢g und erreicht anschliefend die Nukleationskonzentration cy. Bei der Sattigungs-
konzentration kénnen noch keine Partikel gebildet werden, da erst eine Energiebarriere
iiberwunden werden muss, welche daraus resultiert, dass das System spontan von einer

B9 Dies fithrt dazu, dass die Losung

homogenen in eine heterogene Phase iibergehen muss.
erst iibersittigt und die Keimbildung erst nach Erreichen der Nukleationskonzentration
einsetzt. In der Nukleationsphase (II) bilden sich Keime, die Monomerkonzentration sinkt
unter die kritische Nukleationskonzentration. Anschliefend beginnt die Wachstumsphase
(IIT), in der die Ubersittigung durch das Wachstum der Keime unter Verbrauch von Mo-

nomer bis zur Sattigungskonzentration abgebaut wird. [*!

Die Energiebarriere zwischen dem Erreichen der Séttigungskonzentration und der Bildung
der ersten in Losung stabilen Keime erkléart sich thermodynamisch aus der Konkurrenz
der Oberflichenenergie und der Differenz der freien Enthalpie zwischen einem Monomer
in Losung zu dem Einheitsvolumen des Kristalls. Die Anderung der GiBBS-Energie AG
bei der Bildung eines spharischen Kristalls mit dem Radius r in einer Losung wird durch
Gleichung 3.1 beschrieben. 30!

4
AG = 4mriy + gwr?’AGv (3.1)

In Gleichung 3.1 ist hierbei 7 die freie Oberflichenenthalpie und AG, die Differenz der

freien Enthalpie zwischen einen Monomer in Losung und im Kristall. B Die Oberfla-
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chenenthalpie ist positiv und aus Gleichung 3.2 folgt, dass AG, negativ ist, solange eine

Ubersittigung der Losung S vorliegt. 3%

~ RTInS
Vin

AG, = (3.2)
Dabei bezeichnet V,, das Molvolumen des Kristalls, S den Ubersittigungsgrad und T
die Temperatur. Fiir Nanopartikel gelten diese Gleichungen nur als Néherung, da die
Oberflachenenergie der Nanopartikel v und die Enthalpie der Kristallbildung AG, stark
grofenabhingig sind.®? Der kritische Radius 7. beschreibt den Radius, welche ein Na-
nopartikel benotigt um sich spontan zu bilden und nicht wieder aufgrund seiner hohen
Oberflachenenthalpie aufgelost zu werden. Der kritische Radius ist das Maximum der

Gleichung 3.1 und wird unter dem Kriterium 98¢ = 0 erhalten. 3%

dr
=2y 29V
"= AG,  RTInS (3:3)

Durch Einsetzen des kritischen Radius in Gleichung 3.1, wird eine Gleichung fiir die freie
Enthalpie der Nukleation AGy erhalten. %3]

16wy 16wV
~ 3(AG,)?  3(RTInS)2

AG (3.4)

In der Abbildung 2 sind diese Gleichungen schematisch als Darstellung der freien Enthalpie
der Nukleation gegen den Partikelradius dargestellt.
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AGy

\/

Abbildung 2: Graphische Darstellung der Anderung der freien Enthalpie der
Kristallisation als Funktion des Kristallradius unter Betrachtung der Wechselwirkung

der Oberflachenenergie zu der Enthalpie der Kristallbildung nach KLABUNDE und
RICHARDS. %]

Um eine moglichst geringe Gréflenverteilung zu erhalten, ist es in der Nanopartikelsynthe-
se wichtig die Keimbildungsphase mdoglichst kurz zu halten und von der Wachstumsphase
zu trennen. In Abbildung 3 ist das Partikelwachstum einer Synthese, in der die Nukleation
und Wachstum nicht klar getrennt wurden (links) und einer Reaktion mit einer kurzen

abgegrenzten Nukleationsphase mit anschlieBendem Partikelwachstum (rechts) gezeigt.
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Wachstum

Nukleation Wachstum
Nukleation
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Trennung von Nukleation und Wachstum
von Nanopartikeln und den Einfluss auf die PartikelgrofSenverteilung nach KLABUNDE
und RICHARDS. ¥

In dem Modell der Trennung von Nukleation und Wachstum bilden sich die Kristallisa-
tionskeime nahezu gleichzeitig und wachsen darauthin, ohne die Bildung weiterer Keime.
Da der Keimbildungszeitraum sehr kurz ist, konnen die Nanopartikel parallel wachsen und
die GroSenverteilung der Partikel bleibt sehr eng. Bei einer Uberlappung der Nukleations-
und Wachstumsphase ist eine genaue Groflenkontrolle nicht moglich, da die Partikel un-

terschiedliche Wachstumsdauern besitzen. 30

In einer realen Synthese konnen nicht alle Keime gleichzeitig gebildet werden, sondern
es wird versucht die Keimbildungsphase moglichst gering zu halten. Diese Keime besitzen
durch die unterschiedlichen Wachstumsdauern leicht unterschiedliche Gréflen. Da kleine
Partikel schneller wachsen als Groflere, kann dieser Groflenunterschied teilweise ausgegli-

chen werden. 33!

3.2 Polyolsynthese von Eisenoxidnanopartikeln

Die Polyolsynthese hat sich als eine Synthesemethode herausgestellt, welche fiir die Syn-
these von Nanopartikeln im industriellen Mafistab gut geeignet ist. Sie basiert auf der
Reduktion von Metallsalzen zu ihren Metallen in hochsiedenden Polyolen.?4 Als Polyole
werden verschiedene Diole wie Ethylenglykol und auch deren Oligomere wie Diethylen-
glykol, Triethylenglykol bis hin zum Polyethylenglykol bezeichnet. Schon seit den frithen
90er Jahren wurden Cobalt- und Nickel- Nanopartikel von der Firma Eurotungstene grof3-
technisch iiber eine Polyolsynthese hergestellt.®® Seitdem hat sich die Polyol Synthese in
der Industrie fiir die Synthese von Gold-, Kupfer- und Nickel-Nanopartikeln etabliert. Die
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Polyolsynthese besitzt einige Vorteile gegeniiber anderen wassrigen Synthesemethoden.
Durch den hohen Siedepunkt der Polyole ist es moglich Synthesen bei Temperaturen tiber
200 °C durchzufithren, um kristalline Partikel zu erhalten. Die Polyole sind in der Lage die
Metallvorlauferverbindungen zu koordinieren und die Nanopartikeloberflache zu stabili-
sieren, wodurch die Koaleszenz reduziert wird. Die hohe Viskositat bevorzugt einen dif-

fusionskontrollierten Prozess, wodurch das Partikelwachstum gesteuert werden kann. 36!

Eisen bildet hier eine Ausnahme zu den Synthesen der anderen Nanopartikelsynthesen, da
es zu elektropositiv ist um von Fe(II) zu Fe(0) reduziert zu werden. Bei der Polyolsynthe-
se von SPIONs werden meistens Eisenacetate, -chloride oder -hydroxide als Precursoren
verwendet, welche in einer basischen Losung eines Polyols zu den Eisenoxiden hydroly-
siert werden. Hierbei bildet sich zuerst ein Eisendiethylenglykolat Komplex aus, welcher
anschlieBend hydrolysiert wird.* Fiir Eisen(IT) mit Diethylenglykol wurde ein hetero-
cubanartiger Komplex als Zwischenprodukt mittels Einkristallrontgendiffraktion identi-
fiziert.’” Als Eisen(II) Komplex wurde Fel!Cly(HDEG), identifiziert. Hierbei sind die
Ecken der wiirfelformigen Grundstruktur alternierend von einem Eisenatom und einem
endstédndigen Sauerstoffatom des einfach deprotonierten Diethylenglykols besetzt. Die an-
deren beiden Koordinationsstellen des Diethylenglykols chelatisieren die Metallatome au-
Berhalb des Wiirfelgeriistes. Weiterhin ist jedes Eisenatom noch durch ein Chloridion
koordiniert und somit ist jedes Eisenatom verzerrt oktaedrisch von fiinf Sauerstoffatomen

und einem Chloridatom koordiniert. 37!

3.3 Magnetismus

Jede Bewegung geladener Teilchen resultiert in der Erzeugung eines Magnetfeldes. Auf
atomarer Ebene ist der Magnetismus nur auf die Bewegung der Elektronen in ihren Or-
bitalen und ihren Elektronenspin, sowie dem Spin der Protonen im Atomkern zuriickzu-
fithren.®® Der Kernmagnetismus ist fiir die Beschreibung magnetischer Effekte meistens
vernachlassigbar, da das magnetische Moment eines Elektrons circa 658-mal so grof} ist

wie das magnetische Moment eines Protons. 3839

Bei der Betrachtung magnetischer Effekte wird zwischen zwei Stromen unterschieden.
Hierbei handelt es sich um die freien Strome, welche aus stromdurchflossenen Spulen re-
sultieren und frei regulierbar sind und die Aquivalentstrome, welche auf den Bahndrehim-
puls und den Spin der Elektronen zuriickzufiihren sind. Die freien Strome werden durch

die magnetische Feldstarke H beschrieben und die Aquivalentstrome durch die Magneti-
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sierung M. Die Uberlagerung dieser beiden Grofen wird in der magnetischen Flussdichte
B zusammengefasst. 38!

B = po(H + M) (3.5)

Hierbei ist in Gleichung 3.5 pg die Permeabilitat des Vakuums. Die Permeabilitat p eines
Materials ist als der Quotient aus der magnetischen Flussdichte B und der magnetischen
Feldstirke H nach Gleichung 3.6 definiert.

o= (3.6)

| ooy

Wird ein Material einem &dufleren magnetischen Feld ausgesetzt, kann eine durch das
Feld ausgeloste Magnetisierung gemessen werden.?®) Die Suszeptibilitit x beschreibt die
Effektivitat dieser magnetischen Induktion und ist nach Gleichung 3.7 als das Verhéltnis

der Magnetisierung zu der angelegten magnetischen Feldstérke definiert. 0]

_dM

== (3.7)

X

3.3.1 Verschiedene Formen des Magnetismus

Alle Materialien konnen durch ihre Interaktionen mit dem magnetischen Feld in drei Kate-
gorien zusammengefasst werden. Diese Kategorien sind der Diamagnetismus, Paramagne-
tismus und die kollektiven magnetischen Effekte. 8! Hierbei wirken der Diamagnetismus
sowie der Paramagnetismus nur iiber kurze Reichweiten, wohingegen sich der kollektive

Magnetismus iiber weite Strecken in alle drei Dimensionen erstreckt. 3%l

3.3.2 Diamagnetismus

Diamagnetische Eigenschaften treten in Materialien mit abgeschlossenen Elektronenscha-
len auf. Da dies auf alle Materialien zutrifft, tritt der Diamagnetismus immer schwach
auf. Reine Diamagneten besitzen kein magnetisches Gesamtmoment, da sich alle magneti-
schen Momente ausloschen. Wird ein diamagnetisches Material einem dufleren Magnetfeld
ausgesetzt, induzieren die Elektronen in den abgeschlossenen Schalen ein schwaches Ma-
gnetfeld, welches gegenséitzlich zum vorhandenen Magnetfeld ausgerichtet ist. Dadurch
entsteht eine repulsive Kraft und somit ist die Suszeptibilitdt y eines diamagnetischen
Stoffes negativ. [*®)
3.8 definiert.

Die magnetische Suszeptibilitiat eines Diamagneten ist nach Gleichung

N Ze?
me?2

(r?) (3.8)

X:
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Hierbei ist N die Anzahl der Atome pro Volumen, Z die Ordnungszahl, e die Elementar-
ladung, m die Masse, ¢ die Lichtgeschwindigkeit und (r?) das mittlere Abstandsquadrat

zwischen Elektron und Atomkern.

3.3.3 Paramagnetismus

Der Paramagnetismus tritt in Materialien auf, welche Orbitale mit ungepaarten Elek-
tronen besitzen. Die magnetischen Momente der Elektronen kompensieren sich hierbei
nicht gegenseitig, wodurch paramagnetische Stoffe ein magnetisches Dipolmoment besit-
zen, welches sich feldverstirkend ausrichten kann.®® Das magnetische Moment s eines
Paramagneten setzt sich aus den Bahn- und Elektronenspinbeitragen zusammen, da die
Kernspinbeitrage vernachléassigt werden konnen und kann nach Gleichung 3.9 berechnet

werden.
p=g;J(J + (3.9)

In Gleichung 3.9 ist g; der Landé-Faktor, up das BOHRSCHES Magneton und J die
Gesamtdrehimpulsquantenzahl. Durch die thermische Energie sind die magnetischen Mo-
mente in Abwesenheit eines magnetischen Feldes zuféllig ausgerichtet und die Magne-
tisierung ist gleich null. Wird ein dufleres Magnetfeld an ein paramagnetisches Material
angelegt, richten sich die magnetischen Momente feldverstéarkend in Richtung des Magnet-
feldes aus. Die thermische Energie steht hierbei in Konkurrenz mit der richtenden Kraft
des Magnetfeldes. Dadurch ist der Paramagnetismus temperaturabhéngig und kann mit

Hilfe des LANGEVIN-Modells beschrieben werden. [28]

Die Magnetisierung M ist proportional zum magnetischen Moment g und zur mittleren
Ausrichtung der atomaren Momente (cos@). Die Magnetisierung lasst sich nach Glei-
chung 3.10 berechnen.

M = Npcos®) (3.10)

Wird von einer BOLTZMANN-Verteilung der magnetischen Momente ausgegangen, lasst
sich die mittlere Ausrichtung der magnetischen Momente (cos ©) nach Gleichung 3.11
mit der Energie der Interaktion der magnetischen Momente mit dem Feld U = —uHcos ©

berechnen. 28] ;
[ cos @ - e *T dS)

[e rrdS)

Nach Integration von Gleichung 3.11 nach dem Volumenelement d€2 und Einfiihrung einer

(cos®) = (3.11)

B
neuen Variablen z = % wird die LANGEVIN-Funktion L(z) erhalten. *!]

(cosO) = L(x) = cothw — 2! (3.12)
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Die Variable z stellt hier die Konkurrenz von der thermischen Energie k(7) und der
magnetostatischen Energie (uB) dar. Im Folgenden werden zwei Grenzfélle betrachtet, in
denen sich die magnetostatische und die thermische Energie stark unterscheiden. In dem
ersten Fall ist die thermische Energie sehr viel grofler als die magnetostatische Energie
kT >> puB. Dadurch vereinfacht sich die LANGEVIN-Funktion zu Gleichung 3.13.14%

L(z) ~ (3.13)

z
3
Hierbei ergibt sich durch Vereinfachung fiir die Magnetisierung nach Gleichung 3.14.

NN,uQB_C
T skT T

(3.14)

Hierbei ist C die CURIE-Konstante. Diese Gleichung beschreibt die Abhédngigkeit der ma-
gnetischen Suszeptibilitdt von der Temperatur. Das CURIE-Gesetz gilt hierbei nur bei

nicht zu starken Magnetfeldern und nicht zu geringen Temperaturen. [*3]

Im zweiten Grenzfall ist die magnetostatische Energie sehr viel grofier als die thermische
Enrgie uB >> kT'. In diesem Grenzfall nédhert sich die LANGEVIN-Funktion dem Wert 1
an. Wird dies in die Vereinfachung von Gleichung 3.10 eingesetzt, wird die Gleichung fiir

die Sattigungsmagnetisierung Mg erhalten.

Ms = Ny (3.15)

3.3.4 Kollektiver Magnetismus

Unterhalb einer bestimmten Temperatur ist die thermische Energie so niedrig, dass die
in Paramagneten verkntipften Spins richtenden Kréften ausgesetzt sind. Hierbei erfolgt
ein Ubergang vom paramagnetischen in einen dreidimensional geordneten Zustand. Diese
magnetischen Ordnungen werden unter Ferro-, Ferri- und Antiferromagnetismus zusam-
mengefasst. 43l Die Ubergangstemperatur ist materialabhingig und liegt bei vielen Ma-
terialien iiber der Raumtemperatur. Als Beispiel liegt dieser Ubergang von Magnetit bei
850 K. 144

Fiir die bevorzugte Ausrichtung dieser richtenden Kréfte sind die Austauschwechselwir-
kungen zwischen den Elektronen unterschiedlicher Zentren verantwortlich. Die Austausch-
wechselwirkungen konnen direkt iiber die Orbitale oder indirekt tiber Leitungselektronen
aus zum Beispiel verbriickenden Liganden wirken. Thre Wechselwirkungen sind kurz, den-
noch koénnen sich die Auswirkungen tiber weite Distanzen in alle drei Dimensionen erstre-

cken. [28]
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Die Wechselwirkungen der Spins untereinander kénnen quantenmechanisch durch die
Coulomb Wechselwirkungen und der Austauschwechselwirkung zwischen zwei Atomen
aufgrund ihrer Symmetrie beschrieben werden. Die Austauschwechselwirkungen kénnen
durch das PAULI-Prinzip beschrieben werden. Bei einem System aus zwei Atomen mit
jeweils einem Elektron kénnen die Spins entweder zueinander parallel oder antiparallel
vorliegen. Sind diese Atome nahe genug zueinander, tiberlappen die Wellenfunktionen
der beiden Elektronen. Nach dem PAULI-Prinzip ist eine antiparallele Ausrichtung der
Spins zueinander zwingend, wenn die librigen Quantenzustande beider Elektronen gleich
sind.!?®) Um eine parallele Spinausrichtung zu erhalten, miissen sich die Elektronen in
ihren anderen Quantenzusténden unterscheiden, da die beiden Elektronen nicht in allen

vier Quantenzahlen gleich sein diirfen. 8!

Der Energieunterschied zwischen der antiparallelen und parallelen Anordnung der Spins
resultiert somit aus der Anderung des Quantenzustands und wird als Austauschenergie
nach Gleichung 3.16 beschrieben . 28!

Eep = —2J005:5; (3.16)

Sie beschreibt die Energie der Wechselwirkung zweier benachbarter Spins §Z und S?J Je

ist hier das Austauschintegral der Spins.

Die unterschiedlichen Arten des kollektiven Magnetismus besitzen jeweils unterschiedliche

Spinanordnungen und sind in Abbildung 4 schematisch dargestellt.

Ferromagnet Antiferromagnet Ferrimagnet

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Ausrichtung der magnetischen Momente in
Ferro-, Antiferro- und Ferromagneten nach KLABUNDE und RICHARDS. [?®]

Beim Ferromagnetismus richten sich die magnetischen Momente parallel aus, ohne dass
ein dueres Magnetfeld angelegt werden muss. Hierbei wird die Coulomb-Abstoflung durch
die parallele Ausrichtung der magnetischen Momente minimiert. Das Austauschintegral ist

hierbei groBer null, wodurch Energie benétigt wird. [?®! Der Ferromagnetismus tritt haufig
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in Materialien mit d- und f- Orbitalen auf, da dort die Elektronen in Orbitalen hoherer
Niveaus liegen konnen und dadurch bei paralleler Ausrichtung das PAULI-Prinzip erfiillen.
Der Ferromagnetismus tritt auf, wenn der Energiegewinn durch die Austauschwechselwir-

kung grofler ist als der Energieverlust durch die Besetzung der hoheren Energienieveaus.

In einem Antiferromagnet bilden sich zwei magnetische Untergitter aus, welche antiparallel
zueinander vorliegen und sich kompensieren, wodurch das magnetische Moment null be-

tragt. Das Austauschintegral ist hierbei kleiner null, was zu einem Energiegewinn fiihrt. [+

Liegt eine antiparallele Ausrichtung der einzelnen Spins vor, das magnetische Gesamt-
moment kompensiert sich aber nicht zu null, so wird von Ferrimagnetismus gesprochen.
Hierbei gibt es eine Ungleichverteilung der einzelnen Spinausrichtungen, wodurch sich
die magnetischen Momente der einzelnen Spins nicht komplett aufheben. Daher kann die
Magnetisierung, mit der eines Ferromagneten verglichen werden. Aufgrund der teilweisen
Aufhebung der magnetischen Momente ist die Magnetisierung im Ferrimagneten jedoch

geringer als im Ferromagneten.

Die Magnetisierung eines kollektiven Magneten ist temperaturabhéngig, da die Tempe-
ratur einer geordneten magnetischen Struktur in einem Ferromagneten entgegenwirkt. (47!
Ist die Temperatur hoch und erreicht die CURIE-Temperatur 7T, so geht ein Ferromagnet
in einen Paramagneten tiber. Die Ausrichtung der Spins wird somit von der thermischen
Energie iiberwunden und liegt statistisch verteilt vor. Diese Temperaturabhangigkeit wird
durch das CURIE-WEISS-Gesetz beschrieben und ist in Gleichung 3.17 dargestellt. 43!

= 3.17
X= 74 (3.17)
Hierbei ist 6y die kritische Temperatur. Ein Ferrimagnet verhélt sich analog zum Ferro-
magneten, wobei die Suszeptibilitat geringer durch die teilweise antiparallel angeordne-
ten magnetischen Momente ist. Somit zeigt auch ein Ferrimagnet oberhalb der CURIE-

Temperatur paramagnetisches Verhalten. 2841

Analog zum Ferro- und Ferrimagnetismus gibt es auch bei einem Antiferromagneten eine
Temperatur, wo bei Uberschreitung die geordnete magnetische Struktur verloren geht.
Diese Temperatur ist die NEEL-Temperatur Tx. Uber der NEEL-Temperatur bricht die
gerichtete Kopplung der Spins zusammen und der Antiferromagnet zeigt paramagneti-

sches Verhalten. 41

Ein normales Stiick Eisen ist bei Raumtemperatur weit unter der CURIE-Temperatur
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(T, 771 °C)®], wodurch die Austauschenergie die benachbarten magnetischen Momen-
te feldverstiarkend ausrichten kann, aber trotzdem besitzt es in der Abwesenheit eines
auBeren magnetischen Feldes kein eigenes magnetisches Moment. Dies ist darauf zuriick-
zufithren, dass sich die parallele Ausrichtung der Spins nicht einheitlich tiber den gesamten
makroskopischen Korper erstreckt, sondern nur in kleinen mikroskopischen Teilbereichen,
den Doménen.?® Diese Doménen, werden als WEISs-Bezirke bezeichnet und erstrecken
sich iiber Bereiche von ca. 1-107% bis 1 - 1072 m?3.[*! Innerhalb einer Doméne sind die
magnetischen Momente parallel entlang einer leichten Magnetisierungsrichtung ausgerich-
tet. Hierbei ist die Ausrichtung der Doménen untereinander nicht parallel, sodass sich das
Gesamtmoment des Materials aufhebt. Die Triebkraft fiir die Ausbildung der magneti-
schen Doménen ist die Reduzierung der magnetostatischen Energie. Die magnetostatische
Energie ist volumenabhangig und somit steigt mit der Doménengrofie auch die magneto-
statische Energie. Zur Minimierung der magnetostatischen Engerie bilden sich viele kleine
Doménen aus, um das Volumen der einzelnen Doménen zu verringern. Die Doménengrofie
kann aber nicht beliebig gering sein, da an den Doménengrenzen die Spins aus ihrer leich-
ten Achse gedreht werden miissen und die Austauschenergie aufgebracht werden muss. 28
Daraus ergibt sich eine begilinstigte Doméanengrofle, in der ein Gleichgewicht zwischen
der magnetostatischen Energie und der Austauschenergie an den Grenzen der Doménen
herrscht.“6l Die Spinumkehr an den Doménengrenzen ist energetisch ungiinstig und um
die benoétigte Energie zu reduzieren, wird die Rotation tiber mehrere Spins verteilt, wo-
bei jeder Spin etwas weiter aus der leichten Achse gekippt ist. Dieser Bereich, tiber den
die Spinumkehr stattfindet, wird als die Domédnenwand bezeichnet. Die Doméanenwand
kann in zwei Arten, die BLOCH- und NEEL-Wand, unterteilt werden. Beide Arten der

Spinumkehr in der Doméanenwand sind schematisch in Abbildung 5 dargestellt.
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Abbildung 5: Darstellung der Spinrotation zwischen zwei antiparallel ausgerichteten
Doménen durch die Ausbildung einer NEEL-Wand (oben) oder einer BLOCH-Wand
(unten). In diesen Bereichen wird die Rotation der Spins auf moglichst viele Spins

verteilt um die Energie zu minimieren. Die Abbildung wurde in Anlehnung nach
MARROWS erstellt. [47]

M

In der NEEL-Wand rotieren die Spins in der Ebene der Doméanenwand und in der BLOCH-
Wand rotieren die Spins aus der Ebene der Domédnenwand heraus. Die BLOCH-Wand
tritt in makroskopischen Materialien auf und die NEEL-Wand bildet sich bei diinnen
Film-Materialien aus.[*” Zur Minimierung der Austauschenergie ist eine moglichst groBe
Wanddicke begiinstigt, um die Rotation auf moglichst viele Spins aufzuteilen, aber nur
die antiparallelen Spins sind entlang der leichten Achse ausgerichtet. Mit der Wanddicke
steigt somit auch die Anzahl der aus der leichten Achse gekippten Spins und somit die
Anisotropieenergie. Durch die Wechselwirkung der Anisotropieenergie und der Austausch-

wechselwirkung ergibt sich in magnetischen Materialien eine bevorzugte Doménenwand-

dicke.

3.3.5 Magnetische Anisotropie

Die Suszeptibilitat y ist in vielen Materialien abhéngig von der Messrichtung. Als Beispiel
ist die Séattigungsmagnetisierung in einem einzelnen Eisenkristall am einfachsten mit einer
Feldrichtung in [100] zu erreichen. Wird ein Feld in der [110] Richtung angelegt, wird die

Séattigungsmagnetisierung erst bei hoheren Feldstiarken erreicht und in der [111] Feldaus-
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richtung werden noch héhere Feldstérken benotigt. 28! Dieser Effekt wird als magnetische

Anisotropie bezeichnet und kann nach Gleichung 3.18 beschrieben werden.
Ex = KAVsin®6 (3.18)

Hierbei sind K, die Anisotropiekonstante, V' das Teilchenvolumen und 6 der Winkel
zwischen der Magnetisierungsrichtung und der leichten Achse.?®! Fiir die magnetische
Anisotropie von Materialien gibt es verschiedene Ursachen, welche aus dem Material sel-

ber oder auch durch mechanische Beanspruchung resultieren kénnen. >8]

Der Einfluss der Kristallstruktur auf die magnetische Anisotropie wird als magnetokris-
talline Anisotropie bezeichnet. Sie ist eine materialintrinsische Eigenschaft und ist fiir
einen Grofiteil der magnetischen Anisotropie verantwortlich. Durch die Kristallstruktur
bedingt besitzen magnetische Materialien bestimmte bevorzugten Drehimpulsausrichtun-
gen. Diese bevorzugten Drehimpulsausrichtungen werden als leichte Achse bezeichnet und
um die Spins aus der magnetischen Achse zu drehen muss die Anisotropieenergie aufge-
bracht werden. Die Anzahl von leichten Achsen ist hierbei materialspezifisch.*® Um die
Sattigungsmagnetisierung eines Materials zu erreichen, ist die Stiarke des bendtigten du-
Beren Magnetfeldes demnach unterschiedlich, je nachdem in welche kristallographischen

Richtungen das Magnetfeld angelegt wird.

3.3.6 Hysterese

Wird ein externes Magnetfeld an einem Material angelegt, sind die parallel zu dem Ma-
gnetfeld ausgerichteten Doménen energetisch begiinstigt. Diese Doménen wachsen durch
Domanenwandverschiebung mit zunehmender Feldstéirke, bis das gesamte Material aus

einer Doméne besteht.*8l In Abbildung 6 ist dieses schematisch dargestellt.
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Abbildung 6: VergroBerung der WEISS’SCHEN Bezirke bei Anlegen eines dufleren
Magnetfeldes. In Anlehnung an BARTELMANN . 48]

Besteht der gesamte Ferromagnet nur noch aus einer Doméne, in der alle Spins entlang
dem angelegten Magnetfeld ausgerichtet sind, ist die Sattigungsmagnetisierung des Mate-
rials erreicht. Die Verdnderung der Magnetisierung M eines Ferromagneten mit steigender
Feldstirke H wird durch die Hysteresekurve beschrieben. In Abbildung 7 ist der Hyste-

reseverlauf eines Ferromagneten schematisch dargestellt.
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IV

Abbildung 7: Schematischer Verlauf der Magnetisierung M eines Ferromagneten bei
Anlegung eines externen Magnetfeldes mit der Feldstiarke H in Anlehnung an Cory. !

Wurde ein Ferromagnet noch keinem externen Magnetfeld ausgesetzt, ist seine Magneti-
sierung gleich null, da sich alle WEISS-Bezirke ausgleichen. Bei Anlegen eines externen
Magnetfeldes folgt der Magnetismus der in Abbildung 7 dargestellten blauen Kurve. Die-
ser Verlauf wird auch als Neukurve bezeichnet. Die parallel zum Magnetfeld ausgerichte-
ten Doménen wachsen bis die Sattigungsmagnetisierung Mg erreicht wird. Bei Entfernen
des Magnetfeldes geht die Magnetisierung nicht auf null zurtick, da die Anistropieenergie
iiberwunden werden muss um das Material zu entmagnetisieren und es bleibt eine Re-
manenzmagnetisierung M,. Um das Material wieder zu entmagnetisieren, muss ein dem
urspriinglichen Feld antiparallel ausgerichtetes Feld mit der Starke der Koerzitivfeldstarke
Hc angelegt werden. Wird nun die Feldstarke weiter verringert geht das Material wieder
in Séattigung. Anschliefend kann die Ausrichtung des magnetischen Feldes gedreht wer-
den und es wird die in Abbildung 7 dargestellte Hysteresekurve eines ferromagnetischen

Materials erhalten. [41]

3.3.7 Superparamagnetismus

Die Koerzitivfeldstéirke ist stark von der Partikelgrofie abhéngig und kann sogar im Na-
nometerbereich auf null sinken. In Abbildung 8 ist eine grafische Auftragung der Koerzi-

tivfeldstarke in Abhédngigkeit vom Teilchendurchmesser dargestellt.
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Abbildung 8: Verlauf der Koerzitivfeldstirke He in Abhéngigkeit von dem
Partikeldurchmesser d. In Anlehnung an KLABUNDE. 2!

Um diesen Verlauf zu erkldren, miissen zwei unterschiedliche Prozesse betrachtet werden.
Diese Prozesse sind die Anderung der Magnetisierung durch Wanderung der Doménen-
winde und die Anderung der Magnetisierung durch Rotation des magnetischen Gesamt-

momentes.

Im Multi-Doménen Bereich ist Hc noch gering, da eine Anderung der Magnetisierungs-
richtung durch Doménenwandwachstum energiearm, iiber mehrere Spins in der Domé-
nenwand, stattfinden kann. Bei einer Verringerung des Partikeldurchmessers wird auch
die Doménenenwand kleiner und die Spinumkehr findet iiber weniger Spins statt, was in
einer erhohten benotigten Koerzitivfeldstéirke resultiert. Erreicht der Partikeldurchmes-
ser den kritischen Durchmesser d,. konnen sich keine Doménen mehr ausbilden und die
Koerzitivfeldstirke ist maximal, da dort die Anderung der Magnetisierungsrichtung nicht
mehr tiber die energetisch giinstigere Methode der Spinumkehr tiber eine Domanenwand
stattfinden kann. Hier miissen alle Spins im Partikel gleichzeitig aus der leichten Achse
herausgedreht werden und die Anisotropieenergie aufbringen. Bei einer weiteren Verringe-
rung des Partikeldurchmessers nimmt auch die Anzahl der Spins, welche sich entlang des
Magnetfelds ausrichten miissen, ab, wodurch die Koerzitivfeldstarke sinkt. Wird der Par-
tikeldurchmesser weiter reduziert, ist die benttigte Anisotropieenergie so gering, dass die
thermische Energie ausreicht die Spins frei auszurichten. Ab dieser Grofie verhélt sich ein
Ferromagnet superparamagnetisch und die Koerzitivfeldstérke ist gleich null.?8 Superpa-
ramagnetische Materialien zeigen ein deutlich hoheres magnetisches Moment gegeniiber

den paramagnetischen Verhalten.*” Der Ubergang von Ferromagneten zum Superpara-



30 KAPITEL 3. THEORETISCHER HINTERGRUND

magneten ist hierbei von der Messzeit abhingig, wodurch sich der Ubergang je nach
Messmethode unterscheidet. Durch die thermische Energie dndert sich die Spinausrich-
tung um eine bestimmte Anzahl pro Sekunde. Ist die Messzeit geringer als die Zeit in der
die Spinausrichtung sich neu ausrichtet, kénnen die einzelnen Spinausrichtungen gemessen
werden und eine sehr geringe Restmagnetisierung ist messbar. Somit verschiebt sich der

Ubergang von einem Ferro- oder Ferrimagneten je nach gewihlter Messmethode.

3.3.8 Sattigungsmagnetisierung von Nanopartikeln

Die Sattigungsmagnetisierung magnetischer Nanopartikel ist stark grofenabhéngig, da
die Spinausrichtung an der Oberfliche gestort ist.’” An der Oberfliche der Nanoparti-
kel ist die Austauschenergie geringer, wodurch sich glasartige Spinstrukturen ausbilden,
welche die ferromagnetische Ordnung der Elektronenspins storen. Mit sinkendem Parti-
keldurchmesser tritt dieser Effekt starker auf, da der Anteil der Oberflichenatome stark
ansteigt. ?*5 Der Durchmesser dieser glasartigen Spinstruktur betrigt circa 0.5 nm. In
15 nm groflen Partikeln sind nur 19 % der Spins von diesem Effekt betroffen und bei
2.5 nm groflen Partikeln befinden sich 78 % der Elektronenspins in der glasartigen Spin-
struktur. ®! Aufgrund dessen ist die Magnetisierung kleiner SPIONs stark reduziert. In
Abbildung 9 ist die Reduzierung des magnetischen Anteils im Nanopartikel mit abneh-
mender Grofle dargestellt.

‘ magnetischer Bereich

glasartlge Spinstruktur

Partikeldurchmesser

Abbildung 9: Schematische Abbildung der Abhéngigkeit der Magnetisierung von
magnetischen Nanopartikeln durch die Ausbildung glasartiger Spinstrukturen an der
Oberfliche. In Anlehnung nach Jeon et al.l%,

Bei Partikelmorphologien mit hohen Oberfliche zu Volumen Verhaltnissen, wie Octapods
oder Stdbchen, tritt dieser Effekt verstirkt auf.
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3.3.9 Kolloidstabilitat

Die DERJAUIN-LANDAU-VERWEY-OVERBEEK-Theorie (DLVO) ist eine der grundlegen-
den Theorien um die Stabilitdt von elektrostatisch stabilisierten kolloidalen Losungen zu
beschreiben.®254 Nach dieser Theorie hingt die Stabilitit von kolloidalen Losungen von
den attraktiven VAN DER WAALS-Kraiften V4 und der Uberlappung elektrischer Doppel-
schichten Vg, als abstoflende Kréaften, ab. Nach der HAMAKER-Theorie ist die potenzielle

Energie zwischen zwei gleich grofien kugelformigen Teilchen durch Gleichung 3.19 gegeben.

. ARKugel

Va=—"p

(3.19)

Hierbei ist A die HAMAKER-Konstante und D der Abstand zwischen den Partikeln.
Die repulsiven Wechselwirkungen durch die Uberlappung der elektrischen Doppelschich-
ten werden durch Gleichung 3.20 beschrieben.

_ 64n°kpT 2>

IprL

Vi e~ oLP (3.20)

2.2.0
Hierbei ist Z = tanh zeo und xpr = m der DEBYE-HUCKEL Parameter. Dieser
4kgT ecokpT’

hangt von der Ladungszahl z;, der Elektronenladung e und der Ausgangskonzentration
aller gelosten Ionenarten ¢? ab. Die Gesamtwechselwirkungen kénnen somit durch folgende

Gleichung beschrieben werden.

ARKugel i 64n0kBT22

V=Va+Vg=— D .
DL

e pLp (3.21)

Aus Gleichung 3.21 ergibt sich, dass die attraktiven Wechselwirkungen proportional zu Tin

und die repulsiven proportional zu e=*rrP

sind. Daraus ergibt sich, dass bei kurzen und
groffen Abstdnden die anziehenden Krafte dominieren und bei mittleren die repulsiven
Wechselwirkungen durch die AbstofSung durch die elektrische Doppelschicht. Diese Wech-
selwirkungen sind in Abbildung 10 als Uberlagerung der beiden Krafte fiir eine stabile

Losung dargestellt. >4
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Potential V

>
\/ Abstand D

Abbildung 10: Wechselwirkungen zwischen den attraktiven VAN DER WAALS-Kréften
V4 und der repulsiven Uberlappung elektrischer Doppelschichten V5 als Funktion des
Abstands der Teilchen. In Anlehnung an LAUTH und KowaLczYK. P4

Bei grofien Partikelabstdnden wechselwirken die Partikel nur schwach miteinander. Mit
abnehmendem Partikelabstand nehmen die attraktiven Wechselwirkungen zuerst zu und
das Potential durchlduft ein Energieminimum. Hier beginnen die Partikel reversibel zu
agglomerieren. Damit das System irreversibel agglomerieren kann muss erst die Energieb-
arriere durch die elektrische Abstofung tiberwunden werden. Die Hohe der Energiebarriere
hangt dabei von der HAMAKER-Konstante, dem STERN-Potenzial und der lonenkonzen-

tration ab. P4

Die HAMAKER-Konstante kann durch die Wahl des Losungsmittels und durch die Ligan-
denhiille bei Nanopartikeln kontrolliert werden. Damit die Nanopartikel stabil in Losung
vorliegen, muss die Ligandenhtille ausreichend dick sein. Polymerliganden stabilisieren Na-
nopartikel besonders gut, da sie keinen Beitrag zur Anziehung der Nanopartikel liefern, da
in diesem Fall die HAMAKER-Konstante der Ligandenhiille und des Losungsmittels gleich
sind. Durch eine Reduktion der Elektrolytkonzentration kann das STERN-Potential zwi-
schen den Teilchen erhoht werden, wodurch die Doppelschicht und somit die Abstolung
zwischen den Partikeln zunimmt. Eine wéssrige Dispersion ist somit stabiler, je hoher die
Konzentration der potenzialbestimmenden Ionen im Kolloid, je niedriger die Ionenstarke

der Losung und je niedriger die Wertigkeit der Ionen ist. 40!

3.4 Magnetresonanztomographie (MRT)

Die Magnetresonanztomographie ist eine der bedeutendsten und am haufigsten verwen-

deten nicht invasiven medizinischen Bildgebungsmethoden heutzutage. Sie bietet eine



3.4. MAGNETRESONANZTOMOGRAPHIE (MRT) 33

hervorragende Gewebeeindringtiefe bei einer sehr hohen rdumlichen Auflésung. Durch
die Verwendung eines Magnetfeldes und keiner Emission von schadlicher ionisierender
Strahlung gilt die MRT als unbedenkliche Bildgebungsmethode.?>57% Die Bildgebung
basiert auf dem unterschiedlichen Relaxationsverhalten der Wasserstoftkerne in verschie-
denen Gewebearten nach der Anregung.%”) Im Folgenden werden die Kernresonanz und
die Grundlagen der MRT genauer behandelt.

Wie im Unterkapitel zur Theorie des Magnetismus erwahnt, besitzen alle bewegten La-
dungen ein zugehoriges magnetisches Moment. Wéhrend fiir den Gesamtmagnetismus ei-
nes Materials hauptséachlich die Elektronen betrachtet werden und der Kernmagnetismus
vernachlissigt werden kann, wird bei der Magnetresonanztomographie die Anderung der
Kernmagnetisierung iiber die Zeit in einem homogenen externen Magnetfeld betrachtet. 6]
Die Magnetresonanztomographie basiert auf dem klassischen Kernspinresonanz(NMR)-
Experiment und kann prinzipiell an allen Atomkernen die eine ungerade Anzahl von
Protonen und/oder Neutronen besitzen und damit einen Kernspin von I # 0 aufweisen
durchgefiithrt werden.®" In Abbildung 11 ist dargestellt, wie sich ein Atomkern mit einem

Kernspin ungleich null in einem Magnetfeld verhélt.

A BO

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Prizessionsbewegung des Kernspins und
des daraus resultierenden magnetischen Moments i, um die Feldrichtung eines
Magnetfeldes By. In Anlehnung an REISER und SEMMLER. (6]

Der magnetische Kern kann sich aufgrund seines Eigendrehimpulses I nicht in die ener-
getisch giinstigere Lage parallel zu dem Magnetfeld ausrichten, sondern bewegt sich auf-
grund der Drehimpulserhaltung auf einer Kreislaufbahn mit der Frequenz von wy um die
Richtung des Magnetfeldes By. Diese Frequenz der Prizession des Atomkerns um das

Magnetfeld wird als Larmorfrequenz bezeichnet. 5] Das magnetische Moment /i verlauft
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parallel zu dem Eigendrehimpuls I des Atomkerns und héngt iiber das gyromagnetisches

Verhiltnis v von dem Eigendrehimpuls ab. 6!

i=~I (3.22)

Bei einer MRT-Messung wird der Wasserstoffatomkern, und somit ein Proton, angeregt,
da er mit Abstand am héufigsten in biologischen Geweben vorkommt und von allen sta-
bilen Isotopen das grofite gyromagnetische Verhéltnis besitzt. Der Wasserstoffatomkern
besitzt eine Spinquantenzahl I von 1/2 und damit ergeben sich durch die Quantisierung
des Drehimpulses zwei mogliche Energieniveaus, da die Anzahl der Energieniveaus 2 I + 1
entspricht. Daraus resultiert, dass sich ein Doppelprazessionskegel im Magnetfeld ausbil-
det. Hierbei ist in dem einen Fall das magnetische Moment parallel zum Magnetfeld und
in dem anderen Fall antiparallel ausgerichtet. Diese beiden Energieniveaus sind nach der
BoLrzMANN-Statistik besetzt, wobei der parallel zum Magnetfeld ausgerichtete Zustand
energetisch niedriger und der antiparallel zum Magnetfeld ausgerichtete energetisch hoher
ist. Die beiden Zustande sind bei 37 °C nahezu gleich besetzt und die Besetzungszahldiffe-

61 Aufgrund

renz betragt nur 0.0000068 bei einem angelegten magnetischen Feld von 1 T .
der hohen Anzahl an vorhandenen Spins im Menschen bildet sich aber ein messbares ma-

gnetisches Moment in Richtung des Magnetfeldes By aus.

Bei einer MRT-Messung wird mit Hilfe eines Hochfrequenzpulses, mit der Energie der
Larmorfrequenz, das Besetzungsveraltnis der beiden Zustidnde verandert. Entspricht die
Dauer der Einstrahlung des Hochfrequenzpulses der benétigten Energie, um die beiden
Energieniveaus gleich zu besetzen, wird von einem 90 ° Puls gesprochen und die Ma-
gnetisierung in z- Richtung ist 0. Die Magnetisierung prézediert nun in der x-y Ebene
und induziert bei Spulen, welche auf der x-y Ebene angebracht sind einen Strom. An-
schliefend relaxiert das magnetische Moment wieder in den Ursprungszustand tiber zwei

verschiedene Relaxationsmechanismen, welche in Abbildung 12 dargestellt sind.
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Abbildung 12: Schematische Darstellung der longitudinalen T;- und transversalen
Ts-Relaxation nach der Anregung mit einem 90 ° Puls.

Die Relaxation zuriick in den Ursprungszustand besteht aus zwei unterschiedlichen Kom-
ponenten. Die eine Komponente ist die longitudinale oder auch Spin-Gitter Relaxation T4,
in der die Magnetisierung sich wieder in die z-Richtung ausrichtet. Bei der T;-Relaxation
werden so lange Energiequanten an Kernspins aller Atome und Molekiile in der Umge-
bung ("Gitter") abgegeben, bis die BOLTZMANN Verteilung der Energieniveaus erreicht
ist. Die zweite Komponente wird als transversale Relaxation oder auch Spin-Spin Re-
laxation Ty bezeichnet und beschreibt die Verringerung der Magnetisierung in der x-y
Ebene. Durch magnetische Fluktuationen im Magnetfeld der Protonen andert sich die
Larmorfrequenz der einzelnen Komponenten geringfiigig, was zu einer Dephasierung und
dadurch zu einer Reduktion der Magnetisierung in der x-y Ebene fithrt. Y Die Zeit fiir
diese Relaxationsprozesse kann bestimmt werden und wird in die T;-Relaxationszeit und
die Ty-Relaxationszeit unterteilt. Hierbei ist die T;-Relaxationszeit die Zeit, welche be-
notigt wird, um auf 63 % des Ursprungswertes in z-Richtung zu relaxieren und die Ts-
Relaxationszeit die Zeit, in der die Magnetisierung in der x-y Ebene um 63 %, durch die
Dephasierung, abgenommen hat. Durch technisch bedingte rdumliche Inhomogenitéiten im
angelegten Magnetfeld kommt es bei einer MRT-Messung zu einer weiteren Dephasierung
der Spins als nur durch die Ty-Relaxationszeit, wodurch sich die effektive Relaxationszeit
T% ergibt. [61:62
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Der Kontrast im MRT ist stark von der Protonenkonzenentration und der Umgebung,
in der sich die Protonen befinden abhéangig. Die Viskositédt hat zum Beispiel einen star-
ken Einfluss auf die T;-Relaxationszeit, da bei einer gering viskosen Umgebung, durch
die thermische Bewegung der Molekiile, mehr Interaktionen mit Molekiilen in der Umge-
bung stattfinden. Dadurch kénnen die Protonen schneller in den Ursprungszustand nach
der Anregung zuriickkehren, wodurch die T,-Relaxationszeit geringer ist. Im Kontrast
dazu steigt die To-Relaxationszeit in einer gering viskosen Umgebung. Da sich hier die
Wasserstoftkerne sténdig bewegen, gleichen sich die zur Ty-Relaxationszeit beitragenden
Feldfluktuationen weitestgehend aus.!®! Diese Effekte erméglichen der MRT durch die
unterschiedlichen Relaxationszeiten in verschiedenen Umgebungen eine hohe Auflosung

von diversen Gewebearten.

3.4.1 Nanopartikel als Kontrastmittel fiir die Magnetresonanz-

tomographie

Kontrastmittel erhohen durch die Beeinflussung der Relaxationszeit der Wasserstoftkerne
den Kontrast im MRT. Sie werden in Kontrastmittel eingeteilt, welche die T;-Relaxationszeit
verringern und das Bild heller erscheinen lassen und welche, die die Ty-Relaxationszeit
verringern und das Bild verdunkeln. Die Erhohung des Kontrasts ermoglicht die leichte-
re Unterscheidung von krankem und gesundem Gewebe.P!] Aufgrund dessen werden auf
gadoliniumbasierte Kontrastmittel in 40 % aller MRT Messungen verwendet.*” Das ent-

spricht 40 Millionen Dosen weltweit und ungefihr 50 Tonnen Gadolinium pro Jahr. 63l

T-Kontrastmittel werden in MRT-Untersuchungen deutlich haufiger als Ty-Kontrastmittel
verwendet. Dies liegt an dem sogenannten Blooming Effekt der bei der Verwendung von
To-Kontrastmitteln auftritt. Die hohe Magnetisierung der Ty-Kontrastmittel beeinflusst
hierbei auch das umliegende Gewebe, wodurch die Verdunkelung des Bildes tiber den
Anwendungsort des Kontrastmittels hinausgeht.% Aufgrund dessen kann der Ort des
To-Kontrastmittels oft nicht genau bestimmt werden. Weiterhin kénnen andere Effekte,
welche zu einer Verdunkelung des MRT-Bildes fiithren, wie Ansammlungen von Blut im
Gewebe, Kalzifizierung oder Ansammlungen von Metallen, zu einer Fehlinterpretation
fithren. Da bei der Verwendung von T;-Kontrastmittel diese Effekte nicht auftreten wer-

den sie deutlich haufiger verwendet. (%]

Die Kritik an gadoliniumbasierten Kontrastmitteln steigt seitdem 2013 ein erhohter Kon-
trast im zentralen Nervensystem von Patienten, denen Gd(III) Kontrastmittel verabreicht
wurde, entdeckt wurde. Dieser Kontrast nahm mit der Zeit auch nicht ab und bei der Au-

topsie dieser Patienten 2015 wurde bestatigt, dass der erhohte Kontrast aufgrund von
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Gd(III) Ablagerungen im zentralen Nervensystem erfolgte.?#?%l Aufgrund dessen gab es
Bedenken der Sicherheit bei der Verwendung von gadoliniumbasierten Kontrastmittel und
in 2010 hat die FDA die Nutzung von drei gadoliniumbasierenden Kontrastmitteln in Pa-
tienten mit geringer Nierenfunktion untersagt.® Nach dem Fund von Gadolinium im
Gehirn hat auch die Européische medizinische Agentur 2017 bekanntgegeben dass es die
Marktzulassung von 3 von 8 zugelassenen intravenésen Kontrastmitteln zuriickzieht. 67
Weiterhin ist die Bluthalbwertszeit von gadoliniumbasierten Kontrastmitteln héufig sehr
gering, wodurch fiir die zeitaufwendigeren hochauflosenden MRT-Messungen mehrere Do-

sen des Kontrastmittels gegeben werden miissen. [2°)

Aufgrund dessen ist der Bedarf an biokompatiblen MRT-Kontrastmitteln hoch. SPION
basierte Kontrastmittel sind aufgrund ihrer hohen Biokompatibilitat ein guter Kandi-
dat fiir den Ersatz der gadoliniumbasierten Kontrastmittel. SPION Kontrastmittel finden
schon seit langerem Anwendung als To-Kontrastmittel. Die ersten klinisch zugelassenen
SPION basierten Kontrastmittel fiir das MRT sind Ferridex (1996 USA) und Resovist
(2001 Europa).!®® Beide sind T,-Leber-Kontrastmittel, welche eine deutliche Verbesse-
rung fiir die Erkennung kleiner Leber-Lésionen erméglicht. %7 Intravenos verabreichte
SPION Kontrastmittel mit einer hydrodynamischen Grofle von tiber 80 nm werden durch
die Makrophagen der Leber, den sogenannten Kupffer-Zellen, von den reticuloendothe-
lialen System aus dem Blut in die Leber (ca. 80 %), Niere (6-10 %), Knochenmark und
die Lymphknoten transportiert. Anschliefend werden sie in den Lysosomen in parama-
gnetisches Eisen(III) umgewandelt, welches fiir den normalen Eisenspeicher in Form von
Ferritin oder Hamoglobin zur Verfiigung steht. ™ In Leber-Lésionen sind keine Kupffer-
Zellen vorhanden, wodurch ein Kontrast zu dem restlichen Lebergewebe entsteht. '] Dies

erhoht den Kontrast zwischen gesundem Leber-Gewebe und Leber-Lasionen deutlich.

Kleine Eisenoxide eignen sich aufgrund ihrer geringen Magnetisierung als T;-Kontrastmittel
und sind eventuell ein Kandidat fiir den Ersatz der gadoliniumbasierten Kontrastmittel.
Sie besitzen auch deutlich héhere Bluthalbwertszeiten im Bereich von Stunden bis auch
zu Tagen, wodurch sie fiir Angiographien geeignet sind und bieten durch ihre Modifizier-

barkeit Tumor Zellen zu labeln oder Behandlungen nachzuverfolgen. 67

Der Einfluss eines SPIONs auf die longitudinale Relaxationszeit der Wasserstoftkerne
im Wasser héngt sehr stark von der Ligandenhiille der Partikel ab. In Abbildung 13 sind
die Interaktionen von Wasser mit einem SPION und seiner Ligandenhiille schematisch

dargestellt.



38 KAPITEL 3. THEORETISCHER HINTERGRUND

Abbildung 13: Schematische Darstellung eines SPIONs mit Ligandenhiille und deren
Interaktionen mit Wasser Molekiilen in der inneren und aufleren Sphére der Liganden in
Anlehnung an JEON. (6

Hier ist die Ligandenhiille in eine innere und eine &uflere Sphére unterteilt. In der inneren
Sphare kommen die Wasser Molekiile in direkten Kontakt mit der Eisenoxidoberfléche und
konnen iiber Spin-Gitter Wechselwirkungen relaxieren. In der aufleren Sphére konnen die
Protonen relaxieren, indem sie entweder durch die Magnetisierung des SPIONs relaxie-
ren oder durch Austausch mit dem Wasserstoff in der Ligandenhiille. Hierbei spielen die
mittlere Wasser Residenzzeit 7, und die Rotations-Korrelationszeit des Partikel 7, eine
grofle Rolle bei der Féhigkeit des Kontrastmittels Wasser zu relaxieren. Die Relaxivitit
in der inneren Sphére ist direkt proportional zu der Anzahl an Wasser Molekiilen. *% Der
Einfluss der Rotation-Korrelationszeit auf die Relaxivitat ist von der angelegten Feldstér-
ke abhéngig. Bei Gadolinium-Komplexen nimmt die Relaxivitét bei geringen Feldstéarken
mit sinkender Rotations-Korrelationszeit zu. Bei hohen Feldstarken nimmt die Relaxi-
vitdt zuerst mit steigender Rotations-Korrelationszeit zu und nimmt dann wieder ab.
Der Einfluss der Rotations-Korrelationszeit auf die Relaxivitat ist im Vergleich zu den
Gadolinium-Komplexen noch kaum untersucht, aber es ist zu vermuten, dass dhnliche Ef-
fekte auftreten. Die Wasser Austauschzeit sollte moglichst gering sein, um moglichst viele
Wasser Molekiile in der inneren Sphare austauschen zu konnen. Bei sehr hohen Wasser
Austauschzeiten sinkt die Relaxivitdt aber auch wieder, da die Verweilzeit der Wasser
Molekiile zu gering ist um mit einer hohen Wahrscheinlichkeit zu relaxieren. ) Die grofie

Herausforderung bei der Herstellung geeigneter T-Kontrastmittel auf SPION Basis liegt
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darin, die Wasser Interaktionen mit dem Partikel moglichst hoch durch die Kontrolle der
Wassermobilitat 7,,, und Rotations-Korrelationszeit 7, zu halten, wahrend der Einfluss
des magnetischen Feldes auf das Wasser so gering wie moglich sein sollte, um die Ts-

Relaxation so gering wie moglich zu halten. [*9)

Der Einfluss der Liganden auf das Relaxationsverhalten wurde in mehreren Studien un-
tersucht. Monte Carlo Berechnungen sagen voraus, dass wenn die Ligandenhiille als ein
Bereich mit verringerter Diffusion betrachtet wird, eine Erhohung der Dicke der Ligan-
denhtille r; erhoht da das Wasser langere Zeit zum relaxieren hatte, aber auch langer im
Magnetfeld des SPIONs war, wodurch auch 75 erhoht wurde. ™ In experimentiellen Stu-
dien, in denen PEG-Liganden mit Molekulargewichten von 550 bis 5000 g/mol untersucht
wurden war aber kein klarer Trend erkennbar. Dies liegt wahrscheinlich daran, dass bei
der Stabilisierung mit kiirzeren PEG-Liganden die SPIONs nicht vollsténdig stabilisie-
ren konnten und es zu Aggregation kam. Die grofleren PEG-Liganden von 1000 bis 3000
g/mol zeigten hierbei hohere r; und niedrigere ro Werte. Hierbei war aber unschliissig,
ob dies durch eine Anderung der Wassermobilitit und Rotationskorrelationszeit in der
Ligandenbhiille erreicht wurde oder durch eine bessere Stabilisierung einzelner SPIONSs.
Ahnliche Experimente zeigten hierbei auch keinen klaren Einfluss der PEG Lénge auf das

Relaxationsverhalten. 747 -73]

Eisenoxide zeigen grofies Potentail aufgrund ihrer hohen Biokompatibilitdt, Modifizier-
barkeit und ihrem Superparamagnetismus. Trotz der grofien Fortschritte bei der Anwen-
dung von Eisenoxiden als MRT-Kontrastmittel wurden nur sehr wenige SPION basierte
Kontrastmittel auf den Markt gebracht. Dies liegt zu einem grofien Teil daran, dass die
Synthese von biokompatiblen USPION noch nicht in groflen Mengen moglich ist. Zum
anderen ist noch die Erforschung der Prozesse in der Ligandenhiille notig, um die Relaxa-
tion, Bluthalbwertszeit, Aussscheidungswege und die spezifische Bindung an bestimmte

Gewebe zu steuern. [25:76]

3.5 Partikelagglomerate

Durch die Agglomeration von SPIONs kann das Relaxationsverhalten stark beeinflusst
werden. Mit der Grofle von Partikelagglomeraten steigt auch die ro-Relaxation deutlich.
Experimente zeigen, dass es einen linearen Zusammenhang zwischen der ry-Relaxation
und der Anzahl an Nanopartikeln in einem Agglomerat gibt. Dieser Anstieg resultiert
durch die Interaktion der SPION Partikel im Cluster. Die von den Nanopartikeln in-

duzierten Felder koénnen hierbei konstruktiv oder destruktiv wechselwirken und dadurch
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die Inhomogenitat des Magnetfeldes erhohen, was zu einer schnelleren Dephasierung der
Spins in der Umgebung fithrt.” Die r;-Relaxation nimmt bei der Agglomeration von
Nanopartikeln stark ab, da die Partikel innerhalb des Clusters nicht in Kontakt mit Was-
ser Molekiilen kommen, wodurch die Spin-Gitter Relaxation abnimmt. Aufgrund dessen
sollte die Agglomeration von Partikeln fir die Entwicklung eines T-Kontrastmittels auf
SPION Basis unterdriickt werden, da auch kleine Agglomerate sich negativ auswirken.
Bei der Entwicklung eines To-Kontrastmittels hingegen verbessern sich die Eigenschaften
durch eine Agglomeration und kann auch erwiinscht sein. Auf SPION basierte Ty Kon-
trastmittel wie zum Beispiel Resovist® und Ferridex® nutzen dies aus. Sie bestehen aus
circa 5 nm groflen Partikeln die in Clustern mit einem hydrodynamischen Durchmesser

von ungefihr 120 nm vorliegen. (68!

3.6 Magnetische Partikel Tomographie

Die Grundlagen fiir die magnetische Partikel Tomographie (MPT) wurde von GLEICH in
dem Jahr 2001 in dem Forschungslabor von Philipps in Hamburg erforscht um eine neue
Bildgebungsmethode zu entwickeln, mit der sich Tumore mit einer hohen raumlichen und
zeitlichen Auflosung abbilden lassen. Im Jahr 2002 bauten GLEICH und WEIZENECKER

n. ™™ Im Gegensatz

den ersten Prototyp, der in der Lage war erste Bilder aufzunehme
zum MRT, wirken die SPIONs im MPT nicht als Kontrastmittel, sondern werden direkt
durch ihre Antwort auf ein oszillierendes magnetisches Feld abgebildet. Hierbei werden die
SPIONSs direkt im Raum detektiert und nicht wie im MRT indirekt durch ihre Wirkung auf
die Relaxationszeit von Wasser. In Abbildung 14 ist ein mit Resovist® gefiillter Schlauch

und seine Projektion in einen MPT Scanner gezeigt.

Z [cm]

Abbildung 14: Foto von einem mit 50 mM Resovist® gefiillten Schlauch und dessen
Projektion in einem MPT Scanner. Diese Abbildung wurde iibernommen mit Erlaubnis
aus Projection Reconstruction Magnetic Particle Imaging ©2013 IEEE. 8]

Die MPT basiert auf der nichtlinearen Magnetisierung der SPIONs in einem oszillieren-
den Magnetfeld mit einer Stirke von 0.1 - 20 mT.["™ Durch diese nichtlineare Magneti-

sierung entstehen harmonische Frequenzen im detektierten Signal, mit denen die SPION
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Konzentration in dem feldfreien Punkt bestimmt werden kann. Durch die Intensitat der
harmonischen Frequenzen kann dann die SPION Konzentration in dem Messpunkt be-
stimmt werden. In Abbildung 15 ist das Grundprinzip der Signalerzeugung bei der MPT
dargestellt. 8

M Signal

Selektionsfeldspulen

'@
detektierte Signale
\
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Abbildung 15: Schematisches Funktionsprinzip einer MPT Messung. Es sind zwei
SPIONSs in zwei verschiedenen Bereichen im angelegten Magnetfeld dargestellt. In
Schwarz ist ein SPION im feldfreien Punkt und seine Antwort auf ein oszillierendes
Magnetfeld dargestellt. In Blau ist ein SPION und seine Antwort auf ein oszillierendes
Magnetfeld auflerhalb des feldfreien Punktes dargestellt. Die Abbildung wurde in
Anlehnung an KNOPP und MINARD erstellt. 781

Bei der MPT werden zwei sich tiiberlagernde Magnetfelder an die Probe angelegt, wo-
durch sie sich in der Mitte ausgleichen und einen feldfreien Punkt bilden. Wird jetzt
ein oszillierendes Magnetfeld an die Probe angelegt, folgen die Nanopartikel im feldfreien
Punkt dem angelegten Magnetfeld. Durch das nichtlineare Magnetisierungsverhalten der
SPIONs enthalt das Partikelsignal nicht nur die Grundfrequenz des angelegten Magnet-
feldes, sondern auch alle héheren harmonischen Frequenzen. Dies ist in Abbildung 15 in
Schwarz dargestellt. Dort wird nur das entstehende Partikelsignal und nicht die Uber-
lagerung von Partikelsignal und Grundfrequenz zur Veranschaulichung betrachtet. Das
Partikelsignal bei den hoheren Frequenzen ist hierbei ohne Hintergrundrauschen, da an-

dere im Korper enthaltene magnetische Substanzen, wie zum Beispiel Eisen, ein lineares
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Magnetisierungsverhalten zeigen und somit keine hoheren Frequenzen enthalten. Durch
die Intensitat dieser harmonischen Frequenzen kann direkt auf die SPION Konzentration
im feldfreien Punkt zuriickgeschlossen werden. ™ In Blau in der Abbildung 15 ist das Ver-
halten der SPIONs auflerhalb des feldfreien Punktes dargestellt. Diese Partikel befinden
sich in dem Bereich der Sattigungsmagnetisierung, wodurch diese Partikel auf das ange-
legte oszillierende Magnetfeld kaum Signal geben. Dadurch haben die SPIONs auflerhalb
des feldfreien Punktes nur wenig Einfluss auf das detektierte Signal. Um eine rdumliche
Auflésung des Signals zu erreichen, wird bei der MPT noch ein weiteres variables Feld
angelegt, mit dem der feldfreie Punkt durch den Raum bewegt wird. Dadurch kann dann

die SPION Konzentration im Raum dargestellt werden. 787981

Um ein moglichst hohes Signal zu erreichen, sollten die Eisenoxide eine moglichst hohe
Magnetisierung bei der relativ geringen angelegten Feldstarke des oszillierenden Magnet-
felds von 0.1 - 20 mT besitzen. Zum anderen miissen die SPIONs schnell genug relaxieren
konnen, um der Frequenz des Magnetfelds zu folgen. Sind die SPIONs nicht in der Lage
schnell genug zu relaxieren, kénnen sie dem angelegten Magnetfeld nicht folgen und ein

grofler Teil des Signals geht verloren.

Magnetische Nanopartikel konnen tiber zwei verschiedene Mechanismen relaxieren und
dem angelegten Magnetfeld folgen. Diese beiden Relaxationsmechanismen sind die NEEL

und BROWN Relaxation.

<
.

.
«

H

Abbildung 16: Schematische Darstellung der BROWN und NEEL-Relaxation
magnetischer Nanopartikel in Anlehnung an Knopp. (™!
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Bei der NEEL-Relaxation 7V &ndert sich nur die Magnetisierungsrichtung und nicht die
Ausrichtung des Nanopartikels. Hierbei muss die Magnetisierung tiber die leichten Achsen

heraus rotieren. Die NEEL-Relaxation kann durch Gleichung 3.23 beschrieben werden.

KAV
kgT

™ = rpexp( ) (3.23)
Hierbei ist K“ die Anisotropiekonstante und V das Volumen des Partikels. Bei der
BROWN Relaxation rotiert das gesamte Partikel und &ndert dadurch seine Magnetisie-
rungsrichtung. Die BROWN-Relaxationszeit kann nach Gleichung 3.24 beschrieben wer-

den.
B _ 377VH

kgT

T

(3.24)

Hierbei ist 1 die Viskositit des Losungsmittels und V# das hydrodynamische Volumen.
Die gesamte Relaxationszeit eines magnetischen Nanopartikels setzt sich aus der BROWN
und NEEL-Relaxation zusammen und wird durch Gleichung 3.25 beschrieben.
BN

T= BN (3.25)
Dadurch ergibt sich, dass die kiirzere Relaxationszeit fiir die gesamte Relaxationszeit
bestimmend ist. [7)
Diese beiden Effekte sind gegenlaufig, da kleinere Partikel schneller relaxieren und dem
Magnetfeld folgen konnen, aber grofiere Nanopartikel eine hohere Magnetisierung auf-
grund der sogenannten Spin Glas Struktur auf der Oberfliche der Nanopartikel besitzen.
Fiir ein moglichst gutes Signal sollten die Eisenoxide bei geringen Feldstarken schon in
Sattigung sein, da dadurch der feldfreie Punkt kleiner sein kann. Mit der Partikelgrofe
nimmt auch die Grofle des dynamischen Bereichs der Magnetisierung ab, aber ab einer
Nanopartikelgréfie von circa 25 nm sind die Partikel nicht mehr superparamagnetisch und
gehen zu einem ferromagnetischen Verhalten iiber. Hier kommt auch noch das Relaxati-
onsverhalten der SPIONs zu tragen. Die Partikelmagnetisierung muss in der Lage sein der
Frequenz des angelegten Magnetfelds zu folgen, da sonst viel Signal verloren geht. Klei-
ne SPIONSs sind in der Lage schneller zu relaxieren und kénnen damit dem angelegten
Magnetfeld leichter folgen. [
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Kapitel 4
Zielstellung

Die Synthese von groflen Mengen an biokompatiblen Eisenoxidnanopartikeln mit einer
guten Kontrolle iiber ihre Grofle und Groflenverteilung ist bis heute ein Problem, wel-
che die klinische Anwendung von SPION zuriickhélt.?”! Ziel dieser Dissertation war die
Synthese und Charakterisierung von Eisenoxidnanopartikeln fiir die Verwendung in unter-
schiedlichen biomedizinischen Anwendungen. Die Nanopartikel sollten iiber eine Synthese
hergestellt werden, welche sich einfach skalieren lésst und in der moglichst keine kanzero-
genen Chemikalien verwendet werden, um eine hohe Biokompatibilitdt zu gewahrleisten.
Der Einfluss der Agglomeration von SPIONs auf ihren Magnetismus und ihre Eignung in
MRT und MPT soll untersucht werden.

Diese Arbeit ist in drei Unterbereiche eingeteilt. Im ersten Teil dieser Arbeit sollte eine
leicht skalierbare Synthese von biokompatiblen USPIONs basierend auf einer Polyolsyn-
these entwickelt werden. Hierbei sollte gepriift werden, ob die Synthese auf einem Fluss-
reaktor libertragbar ist, um eine hohe Reproduzierbarkeit und Skalierbarkeit zu gewahr-
leisten. Die hergestellten USPIONS sollten anschlieBend mit unterschiedlichen Methoden
im wassrigen System stabilisiert werden mit dem Ziel der Herstellung von Nanopartikeln,

die eine sehr gute Eignung als T;-Kontrastmittel zeigen.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollten die hergestellten Eisenoxidnanopartikel kontrolliert
agglomeriert werden, um Cluster in einem Groéflienbereich bis 100 nm hydrodynamischen
Durchmesser zu erhalten. Der Einfluss der Agglomeration auf ihre magnetischen Eigen-

schaften und auf ihre Eignung im MRT und MPT sollte anschlieBend untersucht werden.

In dem dritten Teilbereich dieser Arbeit sollten grofle Eisenoxid Cluster in einem Gro-

Benbereich von 200- 700 nm im Rahmen des Mankind Projektes hergestellt werden. An-
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schlieend sollten sie aufgrund ihrer hohen Magnetisierung in einer neuen Methode zur
Detektierung diverser Antigene oder Viren verwendet werden. Die SPION-Cluster sollten
hierbei so funktionalisiert werden, sodass sie gezielt an Quantumdots gekoppelt werden
konnen und magnetofluoreszente Konstrukte erzeugen. Diese konnen anschliefend mit

Hilfe eines Magneten aus der Losung entfernt werden, um Biofluoreszenz zu vermeiden.



Kapitel 5
Ergebnisse und Diskussion

SPIONSs sind durch ihre aulergew6hnlichen magnetischen Eigenschaften und ihrer hohen
Bioabbaubarkeit fiir medizinische Anwendungen, wie die Magnetresonanztomographie,
magnetische Partikel Tomographie, Hyperthermie und den gezielten Wirkstofftransport
von sehr hohem wissenschaftlichem Interesse.® Die magnetischen Eigenschaften der SPI-
ONs werden stark durch ihre Kristallinitdt, Grofle, Form, Aggregationsgrad und Kristall-

struktur beeinflusst. 8%

Eisenoxide wurden schon ausgiebig in der Anwendung als To-Kontrastmittel in der MRT
untersucht und zeigten lange Bluthalbwertszeiten und eine geringe Toxizitét. %2 Durch
Modifizierung der Liganden bieten SPIONs die Moglichkeit ihre Eigenschaften stark zu
verandern und ihre Stabilitdt im Korper zu erhéhen. Bei den meisten Eisenoxiden binden
kurz nach kurzer Zeit im Blutkreislauf Plasmaproteine an die Oberfliche, welche die Auf-
nahme von Makrophagen erleichtern. ®3 Eine Stabilisierung mit Polyethylenglykol (PEG)
Liganden, kann die Bindung von diesen Plasmaproteinen unterdriicken und bietet eine
hohe Stabilitét der SPIONS durch sterische Abstofung.®% Der hydrodynamische Radius
und die Ladung der Partikel spielen eine grofie Rolle bei der Stabilitdt von SPIONs im
Blut. Sowie hohe positive und auch negative geladene Ligandenhiillen fiihrten zu einer
schnellen Aufnahme von Macrophagen.® Viele dieser Ergebnisse sind aber nicht unter-
einander konsistent, da héufig die experimentellen Bedingungen und die Grundpartikel in
den Studien unterschiedlich sind.® Auch der hydrodynamische Radius der verkapselten
SPIONSs hat einen groflen Einfluss auf ihre Bluthalbwertszeit, sowie den Ausscheidungsweg
aus dem Korper. SPIONs mit einem hydrodynamischen Radius von iiber 100 nm werden
sehr schnell durch Makrophagen in der Leber und Milz aus dem Blutkreislauf entfernt.
SPIONs mit einem hydrodynamischen Durchmesser unter 10 nm werden hingegen vor-
wiegend durch die Niere aus dem Blutkreislauf gefiltert.®6) Somit hat neben den SPIONs
selber, auch ihre Ligandenhiille und der hydrodynamische Durchmesser einen sehr grofien

Einfluss auf ihre Eigenschaften im Korper.
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Die Synthese der SPIONs in dieser Arbeit wurde auf der Basis einer Hochtemperatur-
Hydrolyse von chelatisierten Eisen(III)- und Eisen(II)- Diethylenglykolatkomplexen nach
GOLOVERDA et al. entwickelt.®” Diese Synthese wurde optimiert, um die Stabilitét in
Losung zu optimieren und die Grofle, Kristallstruktur und den Aggregationsgrad prézise
steuern zu konnen. Die in dieser Arbeit verwendete Polyolsynthese zeichnet sich durch
ihre ausgezeichnete Biokompatibilitdt aus, da als Nebenprodukt der Synthese nur Natri-

umchlorid gebildet wird und kanzerogene Losungsmittel vermieden werden.

Die Ergebnisse in dieser Arbeit sind in drei verschiedene Unterkapitel aufgeteilt, die jeweils
die Optimierung der Synthese und der Eigenschaften der SPIONSs fiir unterschiedliche me-

dizinische Anwendungen thematisieren.

Das erste Unterkapitel behandelt die Herstellung von SPION basierten T;-Kontrastmitteln
und den Transfer auf ein Flusssystem, um die Reproduzierbarkeit, den Durchsatz und die
Skalierbarkeit der Synthese signifikant zu erhohen. Hierfiir wurde die Hochtemperatur-
Hydrolyse von chelatisierten Eisen(IIl)- und Eisen(II)- Diehtylenglykolkomplexen nach
GOLOVERDA et al. optimiert, um moglichst kleine Eisenoxide <5 nm sogenannte USPI-
ONs als Tq-Kontrastmittel zu erhalten.®” AnschlieBend wurde ein Transfer dieser opti-
mierten Polyolsynthese auf eine Flusssynthese durchgefiithrt, um eine hohe Reproduzier-
barkeit und Skalierbarkeit zu erreichen. Die SPIONs wurden daraufhin mit unterschiedli-
chen Ligandensystemen in Wasser stabilisiert, um ihre Eigenschaften als T -Kontrastmittel

zu untersuchen und durch die Wahl des richtigen Ligandensystems zu optimieren.

Das zweite Unterkapitel dieser Arbeit behandelt die Entwicklung SPION basierter Tra-
cer fiir die magnetische Partikel Tomographie. Hierfiir wurde der Agglomerationsgrad
der SPIONSs gezielt iber Methoden zur kontrollierten Aggregation gesteuert. Agglomera-
te zeigen oft durch konstruktive und destruktive Wechselwirkungen untereinander stark
unterschiedliches magnetisches Verhalten gegeniiber einzelnen SPIONs.®! Durch die in
dieser Arbeit verwendeten Methoden konnten Partikelaggregate mit einem hydrodynami-
schen Durchmesser von bis zu 120 nm hergestellt werden. Diese Partikelaggregate wurden

anschliefend durch Messungen im MPS auf ihre Eignung als MPT-Tracer untersucht.

Im dritten und letzten Unterkapitel dieser Arbeit wurden groie SPION Partikelagglome-
rate mit einer Grofle von 200 bis zu 700 nm iiber die evaporations-induzierte Selbstas-
semblierung (EISA) hergestellt. Diese magnetischen Suprapartikel wurden anschliefSend

im Rahmen des Projektes zur Entwicklung magnetofluoreszenter NanoKonstrukte fiir
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den Einsatz in Hochdurchsatz und Point of Care Diagnostik (Mankind) und mit flou-
reszierenden CdSe Quantendots gekoppelt. Durch die weit tiberlegende Fluoreszenz der
gekoppelten QDs gegentiber konventionellen Farbstoffen kénnen diese Konstrukte virale
Antigene in sehr geringer Konzentration bestimmen. Durch die hohe Sensitivitat dieser
Nanokonstrukte ist es theoretisch moglich, virale Antigene in geringen Konzentrationen
ohne die Verwendung des zeitintensiven Prozesses der Polymerase-Kettenreaktion und

sogar einzelne magnetofluoreszente Konstrukte im Fluss zu detektieren.

5.1 USPIONs als T; Kontrastmittel

Gadoliniumbasierte Kontrastmittel sind sehr weit veFrbreitet und werden im MRT in
40 % aller Messungen verwendet. [*9 gadoliniumbasierte T;-Kontrastmittel besitzen gerin-
ge Bluthalbwertszeiten, sodass oft fiir die Messung von zeitaufwéndigen hochauflésenden
MRT-Messungen mehrere Kontrastmittel Zugaben erfolgen miissen. )l Aufgrund von Ga-
dolinium Ablagerungen in Patienten und dem Riickruf mehrerer auf gadoliniumbasieren-
den Kontrastmitteln, ist die Erforschung von alternativen T,-Kontrastmitteln von hohem
wissenschaftlichem Interesse.[6”l Sehr kleine SPIONs mit einer Gréfe von unter fiinf Na-
nometern, sogenannte ultrasmall superparamagnetic iron oxide nanoparticle (USPION),
zeigen ein hohes Potential als Ersatz fiir die gadoliniumbasierten Kontrastmitteln. Durch
die geringe Partikelgrofie ist ihre Magnetisierung stark reduziert, wodurch auch ihr Ein-
fluss auf die Ty-Relaxationszeit stark abnimmt. Durch Optimierung der Ligandenhiille
kann die Wassermobilitat an der Nanopartikeloberfliche und somit ihr Einfluss auf die
Ti-Relaxationszeit erhoht werden. USPIONs zeigen ein gutes ry zu ro Verhéltnis, eine
hervorragende Biokompatibilitéit, eine lange Bluthalbwertszeit und eine sehr hohe Flexi-
bilitdt durch die Modifizierung der Ligandenhiille. Neben der Suche nach der richtigen
Ligandenbhiille ist eine der groffen Hiirden, um USPIONs im klinischen Mafistab als T;-
Kontrastmittel nutzen zu konnen, die Suche nach einer biokompatiblen Synthese, mit der
sich USPIONSs in groflen Mengen, mit hoher Reproduzierbarkeit und mit geringen Kosten

synthetisieren lassen. (651

Im Rahmen dieser Arbeit wurden USPIONs iiber eine Polyolsynthese in Anlehnung an
eine Synthese nach GOLOVERDA et. al. hergestellt.®” Diese Synthese wurde optimiert
und anschliefend auf ein Flussreaktorsystem tibertragen, um eine hohe Reproduzierbar-
keit und Skalierbarkeit dieser Synthese zu erhalten. AnschlieBend wurden die USPIONs
im wéssrigen Medium mit unterschiedlichen Liganden stabilisiert und auf ihre Eignung

als T;-Kontrastmittel untersucht.
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5.1.1 Batch Synthese

Die in dieser Arbeit verwendeten Batchsynthesen basieren auf einer modifizierten Polyol-
synthese nach GOLOVERDA et al.®” Diese Synthese unterscheidet sich von den klassischen
Polyolsynthesen, durch die Verwendung wasserfreier Edukte, wodurch die Wassermenge
in der Synthese kontrolliert wird und die Stabilitdt einzelner Partikel erhoht wird. Um
eine wasserfreie Eduktlosung zu erhalten werden wasserfreie Eisenvorlauferverbindungen
genutzt und Natrium statt Natriumhydroxid als Base. Durch diese Anderungen kann der
Wassergehalt anschlieend prézise durch Wasserzugabe bei Temperaturen von 160 bis
180 °C gesteuert und die Nukleation ausgelost werden. Ist die Wassermenge in der Reak-
tionslosung zu hoch, nukleieren die Nanopartikel schon wahrend der Heizphase und die
Partikelstabilitat in Losung nimmt stark ab und es kommt zur Bildung von Agglomera-
ten. Aufgrund dessen ist die genaue Kontrolle der Wassermenge in der Synthese von hoher
Wichtigkeit. Die Vermeidung von Wasser in der Reaktionslosung ermoéglicht die Durch-
fithrung einer klassischen hot injection Synthese, in der die Partikelnukleation kontrolliert
iiber die Zugabe einer definierten Wassermenge erfolgt. Durch diese Anderungen wird ei-
ne Aggregation der einzelnen Nanopartikel in der Reaktionslosung unterdriickt und eine

héhere Kontrolle iiber Nukleation und Wachstum ermoglicht. 8789

In Abbildung 17 und Tabelle 3 ist ein Probenzug aus einer hot injection Synthese iiber
60 min bei 230 °C exemplarisch dargestellt. Der Probenzug wurde schon im Rahmen
der Masterarbeit gezeigt. Fiir ein besseres Verstandnis des Partikelwachstums, wird der

Reaktionsverlauf hier diskutiert. [0
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Abbildung 17: TEM-Bilder des Wachstumsverlaufs der SPIONs in der hot injection

Reaktion in Anlehnung an GOLOVERDA et al.®” in einem Zeitraum von bis zu 60 min

nach der Injektion der Eduktlosung. Fiir die Verfolgung des Partikelwachstums wurde

eine Probe vor der Nukleation (A) und Proben nach 5 (B), 15 (C), 30 (D), 45 (E) und
60 min (F) entnommen und mit dem TEM untersucht. [

Tabelle 3: Mittelwerte der durch durch TEM bestimmten Grofienverteilung und die
Standardabweichung vom Mittelwert der hot injection Synthese mit Probenzug.

Reaktionszeit Mittelwert Standardabweichung

/min /nm a/%
) 2.8 24
15 3.4 19
30 3.5 22
45 3.2 21
60 3.6 20

Durch die Verwendung wasserfreier Edukte findet vor der Zugabe des Wassers keine Nu-
kleation statt und es sind im TEM keine Nanopartikel sichtbar (Abbildung 17 A). Nach
der Nukleation durch Wasserzugabe folgt eine Wachstumsphase, welche nach ungefahr
15 min bei 230 °C abgeschlossen ist. In den folgenden 45 min findet praktisch kein Parti-

kelwachstum mehr statt und der Partikeldurchmesser, sowie die Grofenverteilung andert



52 KAPITEL 5. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

sich nur wenig. Somit ist das Partikelwachstum in dieser Synthese bereits nach ungefahr
15 min beendet. Da die Partikel nicht langzeitstabil in der DEG Loésung sind, wird ein
Ligandenaustausch mit Oleylphosphat durchgefiihrt, wodurch die SPIONs in Toluol sta-

bilisiert werden.

In Abbildung 18 ist ein XRD von durch die Kolbensynthese synthetisierten SPIONs mit
einem Partikeldurchmesser von 6.6 nm =+ 14 % beispielhaft fir alle durchgefithrten Kol-
bensynthesen dargestellt.
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Abbildung 18: XRD Diffraktogramm von 6.6 nm + 14 % SPIONs mit Referenzkarten
fiir Magnetit (blau 00-019-0629) Y und Maghemit (griin 00-039-1346) 2.

In dem Diffraktogramm ist erkennbar, dass die SPIONs aus Maghemit, Magnetit oder
einer Mischphase beider Strukturen bestehen. Es ist davon auszugehen, dass die Partikel
bei der Aufarbeitung und Lagerung schnell aufgrund des geringen Partikeldurchmessers
vollstdandig zu Maghemit oxidierten. Der Anteil von Maghemit zu Magnetit in den Parti-
keln kann nicht mit Hilfe von XRD Messungen bestimmt werden, da die Diffraktogramme
beider Kristallstrukturen sich zu sehr dhneln. ¥ Um den Maghemit Anteil in den SPIONs
zu bestimmen, miusste eine Moflbauer Messung durchgefithrt werden um das Verhéltnis

von Eisen(III) zu Eisen(II) in den Partikeln zu bestimmen.

Durchgefiihrte Mofbauer-Messungen von GOLOVERDA et al. zeigen, dass die Partikel

in der Magnetit Struktur direkt nach der Synthese vorliegen. Die Proben wurden hierbei

zum Schutz vor Oxidation immer unter Stickstoff als Schutzgas gehalten. [
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5.1.2 Flusssynthese

USPIONS sind fiir die Anwendung als biokompatible T;-Kontrastmittel von hohem wis-
senschaftlichem Interesse, um die Risiken durch die gadoliniumbasierten Kontrastmittel
zu verringern. Fine der grofien Herausforderungen um USPIONSs in klinischen Anwen-
dungen zu nutzen, liegt derzeit noch bei der Entwicklung einer Synthese, mit der grofle
Mengen an USPIONSs mit einer hohen Reproduzierbarkeit und geringen Kosten syntheti-

siert werden konnen. [76)

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Hochtemperatur Hydrolyse von Eisendiethylengly-
kolat Komplexen zur Herstellung von USPIONs auf eine kontinuierliche Flusssynthese
iiberfiihrt. Flusssynthesen bieten gegentiber den Kolbensynthesen eine hohe Reproduzier-
barkeit, schnellen Warmeaustausch, erhohte Kontrolle iber das Mischungsverhalten durch
die Auswahl geeigneter Mischstrukturen, genaue Kontrolle des Verhéltnisses der Edukt-
losungen durch Steuerung der Flussraten, sowie die Moglichkeit eines kontinuierlichen
Betriebes. Durch einen kontinuierlichen Betrieb des Flussreaktors ist eine Produktion
von groen Mengen an Nanopartikeln iiber lange Zeitraume mit geringem Personalauf-
wand moglich, wenn gentigend Sicherheitsvorkehrungen und Notfallabschaltungen vorhan-
den sind, um Defekte schnell zu detektieren. Ein signifikanter Vorteil der Flusssynthese
gegeniiber der Kolbensynthese ist der leichte Transfer auf eine industrielle Produktion,
durch zum Beispiel numbering up. Es ist moglich mehrere zehntausende Rohre mit gerin-
gem Durchmesser nebeneinander zu heizen, wodurch die Reaktionsbedingungen, wie zum
Beispiel der Warmeaustausch und Mischverhéltnis relativ gleich zum Einzelrohrreaktor

bleiben und eine signifikante Hochskalierung erreicht wird. %%

Bei einer Hochskalierung im Kolben oder dem grofitechnischen Aquivalent, dem Riihrkes-
sel, wird meistens das Volumen erhoht, wodurch das Oberfliche zu Volumen Verhéltnis
sich stark verandert, was wiederum den Wéarmeaustausch und die schnelle Durchmischung
erschwert. Nachteilig an Flusssynthesen ist, dass sie recht inflexibel gegentiber grofieren
Anderungen in der Synthese sind. Weiterhin ist die Bildung von gasformigen Nebenpro-
dukten, wie zum Beispiel bei der Pyrolyse Synthese von SPIONs, ein Problem, da die
Flusssysteme unter Druck stehen und der Ablass von Gasen schwierig ist. Fiir Mikrore-
aktoren ist die richtige Wahl des Reaktors von hoher Wichtigkeit, da héufig laminares
Flieverhalten auftritt. Hierbei bildet sich ein Stromungsprofil aus, indem die Losung
in der Mitte des Rohres am schnellsten flieit. Zur Rohrwand nimmt hierbei die Stro-
mungsgeschwindigkeit parabolisch ab. Dies wiirde zu einer Verweilzeitverbreiterung der
Nanopartikel im Reaktor fiithren und sollte durch genaue Kontrolle der Parameter des

Reaktors vermieden werden.
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Die in dieser Arbeit verwendete Synthese besitzt mehrere Eigenschaften, welche den Trans-
fer auf einen Flussreaktor ermoglichen. Die Reaktion ist wie in Abbildung 17 gezeigt schon
nach 15 min abgeschlossen, wodurch die Schlauchlénge und damit auch der Druck auf das

System nach der Gleichung von HAGEN-POISEUILLE gering gehalten werden kann. [26-98]

7-rtAp

V= 5.1

Sl (5.1)
Durch die HAGEN-POISEUILLE-Gleichung ergibt sich ein Druckanstieg Ap bei einer Ver-
langerung des Rohres [, bei konstanten Volumenstrom 17, Viskositat der Fliissigkeit n und

Innenradius des Rohres 7.

Die geringe Reaktionstemperatur von 180 °C und die Verwendungen von schwer ent-
ziindlichen Chemikalien mit hohen Siedepunkten (Ts DEG = 245 °C) ermoglicht die Ver-
wendung von Schlduchen aus Polyetheretherketonen (PEEK) und es besteht keine Gefahr
einer Entziindung durch austretende Reaktionslosung von eventuellen Undichtigkeiten

oder Beschadigungen.

In Abbildung 19 ist der schematische Aufbau des kontinuierlichen Flussreaktors zur Her-
stellung von USPIONs dargestellt.
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Abbildung 19: Schematische Darstellung der Flusssynthese von Eisenoxiden. Der
Flussreaktor besteht aus einem Spritzenpumpensystem (1), einer split and combine
Mischstruktur (2) und einem Wachstumsofen (3).

Der Flussreaktor ist aus drei Stufen aufgebaut. In der ersten Stufe (1) sind die vorbe-
reiteten Vorlduferverbindungen aus zum einen Eisen(III)-chlorid, Eisen(II)-chlorid und
Natriumdiethylenglykolat (rot) und zum anderen eine Mischung aus Diethylenglykol und
Wasser (blau). Diese Vorlauferlosungen werden mittels eines kontinuierlichen Spritzen-
pumpensystems mit einer konstanten Flussrate gepumpt. Um einen konstanten Fluss
ohne Schwankungen in der Flussgeschwindigkeit zu ermoglichen, sind die Spritzen mit
Drucksensoren ausgestattet. Wenn eine Spritze fast leer gepumpt wurde, tibernimmt die
zweite vorher gefiillte Spritze, wobei der Gesamtdruck beider Spritzen konstant gehalten
wird, um die Flussrate bei dem Wechsel der Spritzen konstant zu halten. Anschliefend
werden die Vorlduferlosungen in einen mittels eines Olbades vorgeheizten Split and combi-
ne Mischer (2) gepumpt. Die Mischstruktur ist aus F-geformten Mischern aufgebaut, die
sehr gute Mischeigenschaften bei geringen Reynolds Zahlen besitzen.!®) Um die Wachs-

tumszeit zu verlangern, wird die Nanopartikel Losung in einen Wachstumsofen geleitet.

In der folgenden Abbildung ist ein Foto des Flussreaktors zur Synthese von USPIONS,
sowie die TEM-Bilder und Groflenstatistik einer beispielhaften USPION Synthese gezeigt.
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Abbildung 20: Foto des Aufbaus der Flussynthese zur kontinuierlichen Flusssynthese
von USPIONs mit TEM Beispielbildern einer Flusssynthese und ihre Groflenstatistik.

Um zu iiberpriifen, ob ein laminarer Fluss vorliegt wird die REYNOLDS Zahl bestimmt. %!
Die Reynoldszahl ist eine dimensionslose Kennzahl fiir Reaktoren, welche es ermdglicht
das Verhalten der Losungen in unterschiedlichen Reaktoren zu vergleichen. In Flussre-
aktoren liegt unter einer Reynolds Zahl von ~ 2300, der kritischen Reynoldszahl Rej,.;,
ein laminares Stromungsverhalten vor und oberhalb ein turbulentes. Die Reynoldszahl

errechnet sich aus Gleichung 5.2. 1!

Re = — (5.2)

Hierbei ist u die Stromungsgeschwindigkeit, d der Rohrinnendurchmesser und v die kine-

matischen Viskositat der Fliissigkeit.

Mit einem Innendurchmesser von 0.75 mm, einer kinematischen Viskositéit von 29 mm?/s
bei 25 °CI1% und einen angelegten Volumenstrom von 0.5 mL/min errechnet sich nach
Gleichung 5.3 und 5.4 eine Reynoldszahl von ~ 0.05 bei 25 °C.

189 10732 0.00075 m

€
29 -10-62

= 4.89 (5.3)
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Die Stromungeschwindigkeit u berechnet sich nach Gleichung 5.4

0.5-10°6m> .4 m
= min = 0.189— 5.4
60 - (0.00075 m)? S (5.4)

u

Da die kinematische Viskositit bei steigender Temperatur sinkt, wiirde die Reynolds-
zahl steigen. Da die Reynoldszahl aber so gering ist, ist davon auszugehen, dass auch bei
180 °C noch ein laminares Flussverhalten vorliegt. Im laminaren Fluss liegt ein parabo-
lischer Verlauf der Flussgeschwindigkeit innerhalb des Rohres vor. Am Rohrrand ist die
Flussgeschwindigkeit minimal und nimmt parabolisch zum Zentrum des Rohres zu. Das
fithrt dazu, dass die Partikel am Rand des Rohres eine léngere Verweilzeit im Flussreaktor
besitzen als die Partikel in der Mitte des Rohres, was zu einer breiteren Gréflenverteilung

fithren kann. 9%

Somit besitzt die Verweilzeitverteilung einen sehr groffen Einfluss auf die gebildeten Nano-
partikel. Da reale Reaktoren sich von den idealen Systemen stark unterscheiden, wurde ei-
ne Verweilzeitbestimmung durchgefiihrt. Die Verweilzeit wurde iiber eine Sprungfunktion
mit Rhodamin 101 als Tracer durchgefiihrt. Hierbei wird ab einem bestimmten Zeitpunkt
die Farbstoflosung durch den Reaktor gepumpt und iiber einen UV-Vis Detektor am
Reaktorende wurde die Farbstoffkonzentration bestimmt. Bei einem idealen Stromungs-
verhalten wiirde das Rhodamin 101 nach 7z = 1 in der Ausgangskonzentration detektiert
werden. Hierbei ist 75 die reduzierte Verweilzeit, welche sich aus dem Quotienten der Zeit

t geteilt durch die hydrodynamische Verweilzeit bestimmen lisst. [*°!

t
= 5.5
TR - (5.5)
Die hydrodynamische Verweilzeit 75 ist hierbei das Reaktorvolumen V, geteilt durch den
Volumenstrom V; .
Vi
Die Verweilzeitverteilung eines Flussreaktors mit laminaren Fluss kann nach Gleichung

5.7 beschrieben werden. .

F(TR):]__@
R

(5.7)

Diese Gleichung gilt nur in einem Bereich von 7z > 0.5. In dem Bereich von 0 < 75 < 0.5

ist die Verweilzeitverteilung 0.

In Abbildung 21 ist die normierte Absorbanz gegen die reduzierte Verweilzeit aufgetragen.
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Abbildung 21: Auftragung der Absorption bei 584 nm (Absorptionsmaximum
Rhodamin in DEG) gegeniiber der reduzierten Verweilzeit zur Bestimmung der
Verweilzeitverteilung.

Die gemessenen Verweilzeitverteilungen dhneln sich sehr und liegen zwischen 7z 0.8-1.4.
Alle Flussraten zeigen nur ein schwach laminares Verhalten. Bei einer Flussrate von
0.5 mL/min ist der Anstieg deutlich langsamer als bei 0.75 mL/min, aber ist noch weit
vom idealen laminaren Stromungsverhalten entfernt. Es kann davon ausgegangen werden,
dass in den split and combine Mischer turbulentes und in den Wachstumsofen laminares
Flussverhalten vorliegt. Dies erklart die enge Verweilzeitverteilung, die sich aber noch

stark vom idealen Flussverhalten unterscheidet.

Durch Variation der Reaktionsbedingungen konnten mit der Flusssynthese USPIONs mit
einem Partikeldurchmesser von 2 bis 4 nm hergestellt werden. In den folgenden Abbildun-
gen sind die Einfliisse der Reaktionsparameter auf den Partikeldurchmesser der hergestell-
ten USPIONs und der GroBenverteilung in der Flusssynthese dargestellt. In Abbildung 22
ist der Einfluss der Gesamtflussrate bei einer Konzentration von 111 und 150 mmol/L Fe
(A) und der Temperatur des Wachstumsofens (B) bei einer Flussrate von 0.5 mL/min auf

den Partikeldurchmesser und die Groflenverteilung dargestellt.
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Abbildung 22: Einfluss der Flussrate bei einer Konzentration der Eduktlésung von 111
und 150 mmol/L (A) und der Temperatur des Wachstumsofens (B) auf die
PartikelgroBe.

Bei einer Konzentration von 111 mmol/L zeigt eine Anderung der Flussrate nur einen
sehr geringen Einfluss auf die Partikelgrofie. Die Groflenverteilung nimmt aber mit stei-
gender Flussrate zu. Das ist vermutlich auf den laminaren Fluss zuriickzufithren. Die
mittlere Verweildauer im Wachstumsofen bei einem Fluss von 1.5 ml/min betrdgt nur
noch drei Minuten und durch den parabolischen Verlauf der Stromungsgeschwindigkeit
im laminaren Fluss, ist die Verweildauer der Losung in der Mitte des Rohres so gering,
dass die Wachstumsphase nicht abgeschlossen ist und die Groflenverteilung ansteigt. In
der Verweilzeitverteilung stieg die Rhodamin Konzentration schon nach 4 min 20 s an
und die Sattigung war nach 8 min erreicht. Aufgrund dessen ist fiir einen Teil der SPIONs
die Reaktionszeit zu gering, wodurch sich die Groflenverteilung verbreitert. Bei niedrige-
ren Flussraten ist die Verweilzeit ausreichend, damit alle Partikel eine ausreichend lange
Wachstumsphase erfahren. In der Verweilzeitbestimmung war das Rhodamin bei einem
Fluss von 0.5 mL/min nach 16 min, bei einem Fluss von 0.75 ml/min nach 9 min 50 s
und bei einem Fluss von 1 mL/min nach 6 min 20 s messbar. Durch diese verlangerte Zeit
im Flussreaktor, war die Wachstumsphase ausreichend lang und die Groflenverteilung ist
enger. Bei einer Konzentration von 150 mmol/L ist der Partikeldurchmesser zuerst bei
einer Gesamtflussrate von 0.5 mL/min gréfler, nimmt dann aber wieder schnell ab. Dies
ist wahrscheinlich auch auf eine nicht ausreichend lange Wachstumsphase bei hoheren
Flussraten zuriickzufiihren. Bei einer Temperatur des Wachstumsofens von 160 °C ist der
Partikeldurchmesser deutlich geringer als bei 180-190 °C.

In Abbildung 23 wird der Einfluss der Eisenkonzentration bei einer gleichbleibenden Fluss-

rate von 0.5 ml/min auf die Partikeldurchmesser und Groenverteilung verglichen.
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Abbildung 23: Einfluss der Eisenkonzentration in der Eduktlésung auf den
Partikeldurchmesser bei einer Flussrate von 0.5 ml/min. Der Partikeldurchmesser der
USPIONS bei einer Eisenkonzentration von 150 mmol L™ und Flussraten von 0.75 und
1.00 ml/min sind zusatzlich gezeigt, um den Trend in der Partikelgrofie zu zeigen.

Mit einer Erhohung der Konzentration ist ein schwach abnehmender Trend des Partikel-
durchmessers der synthetisierten USPIONSs zu erkennen. Es ist davon auszugehen, dass der
Punkt bei einer Eisenkonzentration von 150 mmol L ™! und einer Flussrate von 0.5 ml/min
nur ein Ausreifler ist, da bei den Flussraten von 0.75 und 1.00 ml/min der Partikeldurch-
messer geringer war und die Flussrate nur einen geringen Einfluss auf den Partikeldurch-
messer hat, wie in Abbildung 22 gezeigt. Eine weitere Erhohung der Eisenkonzentration

auf 224 mmol/L fithrte zu mehrfachen Verstopfungen im Reaktor.

In Abbildung 24 (links) ist die Varianz der Partikelgrofienverteilung innerhalb einer Syn-

these dargestellt und der Synthesen unter gleichen Reaktionsbedingungen untereinander.
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Abbildung 24: Verfolgung der Partikelgrolenanderung im Laufe einer Flusssynthese
durch Probenzug bei drei unterschiedlichen Synthesen (links) und Partikelgrée von 4
Flusssynthesen unter gleichen Reaktionsparametern zur Untersuchung der
Reproduzierbarkeit (rechts).

Innerhalb einer Synthese zeigten die synthetisierten Nanopartikel praktisch die gleiche
Grofle und Groflenverteilung. Unterschiedliche Flusssynthesen unter gleichen Bedingun-
gen zeigten nur eine sehr geringe Varianz in ihrer Gréfle und Groéflenverteilung. Dies

verdeutlicht die hohe Reproduzierbarkeit der Flusssynthese.

Unter den Standardbedingungen kénnen mit Hilfe des Flussreaktors =~ 0.8 g/h SPIONs
bei einer Flussrate von 0.5 mL/min, einer Eisenkonzentration von 111 mmol/L, einer
Temperatur des split and combine Mischers von 160 °C und einer Temperatur des Wachs-
tumsofens von 180 °C hergestellt werden. In Abbildung 25 ist ein Phasentransfer nach
einer Flusssynthese unter den Standardbedingungen, sowie TEM-Ubersichtsbilder darge-
stellt.
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Abbildung 25: Foto des Phasentransfers von Diehtylenglykol (unten) in Toluol (oben)
von Proben einer Flusssynthese unter Standardbedingungen des Vorlaufs, nach 20 min,
60 min und der Nachspiilung, sowie TEM-Bilder der Probe nach 60 min.

Nach dem Phasentransfer ist die Reaktionslosung nur noch schwach geférbt, wodurch
von einem hohen Umsatz der Eisenvorlauferverbindung ausgegangen werden kann. Der
hochste an diesem Flussreaktor erfolgreich getestete Durchsatz betriagt 2.3 g/h bei einer
Flussrate von 1.5 mL/min und einer Eisenkonzentration von 110.6 mmol/L. Unter diesen
Reaktionsbedingungen trat eine stérkere Farbung der DEG-Loésung nach dem Phasen-
transfer auf, wodurch von einem geringeren Umsatz ausgegangen werden kann. Weiterhin
wiesen die unter diesen Bedingungen erhaltenen SPIONs eine sehr breite Groflenvertei-
lung auf. Um den Durchsatz weiter zu erhohen, sollte die Zeit in dem Wachstumsofen

verlangert werden.

5.2 Stabilisierung im wassrigen Medium

Der Einfluss von SPIONs auf die T;-Relaxationszeit wirkt vor allem durch Interaktio-
nen der SPIONs mit Wasser in der Néhe der Partikeloberflache, der sogenannten inneren
Sphére. Aufgrund dessen ist der T;-Kontrast der SPIONs stark von der Ligandenhiil-
le der Partikel abhéngig. Durch die Verwendung unterschiedlicher Liganden kann die
Wassermobilitiat 7,, in der Nahe der Nanopartikeloberfliche und die Konzentration von

Wassermolekiilen in der inneren Sphére des Nanopartikels gesteuert werden. Um die her-
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gestellten Nanopartikel auf ihre Eignung als T-Kontrastmittel zu untersuchen, wurden
die hergestellten SPIONs iiber drei unterschiedliche Methoden und Liganden in Wasser
stabilisiert. Uber die erste Methode wurden die SPIONs mit TWEEN 80® (Polysorbat 80)
mit einer im Arbeitskreis Weller entwickelte Methode zur mizellaren Stabilisierung hydro-
phober Nanopartikel in Wasser stabilisiert. "% Bei dieser Methode bleibt die organische
Ligandenhiille um die Partikel bestehen, was die Wassermobilitat in der Nahe der Parti-

keloberfliche einschriankt.

In einer zweiten Methode zur Stabilisierung der SPIONs in Wasser wurden sie direkt nach
der Synthese mit PEG-Phosphat als Ligand in einer wéssrigen Losung stabilisiert. Da-
durch sind die Partikel von einer durchgehenden wasserloslichen Ligandenhiille umgeben.
In der dritten Methode wurde ein Ligandenaustausch mit Polymaleinsaure-alt-dodecan
nach dem Transfer in die organische Phase durchgefithrt. Durch diese drei Methoden
wurden USPIONs im Wasser stabilisiert und als T;-Kontrastmittel untersucht. Der Auf-
bau der Ligandenhiille ist aber bei allen drei Methoden unterschiedlich, was sich auf die
Wassermobilitdt in der Nahe der Partikeloberflache und somit den T;-Kontrast auswirkt.
Fiir die Untersuchungen der Partikel im Relaxometer wurden fiir die Stabilisierung mit
den PEG-Phosphat Liganden und die mizellar mit Polysorbat 80 stabilisierten SPION die
gleichen Nanopartikel verwendet um den Einfluss der organischen Ligandenbhiille auf das

T-Relaxationsverhalten zu untersuchen.

5.2.1 Mizellare Stabilisierung

Die Verkapselung der SPIONs mit Polysorbat 80 erfolgte nach einer in der Arbeitsgruppe
WELLER entwickelten Methode zur mizellaren Einkapselung von hydrophoben Nanopar-
tikeln. 9 Hierfiir werden die Partikel nach dem Phasentransfer mit Oleylphosphat mit
Aceton geféllt, zentrifugiert und in THF aufgenommen. AnschlieBend wird ein Tensid,
wie Polysorbat 80 oder ein Diblockcopolymer, wie zum Beispiel PI-6-PEG, in THF ge-
16st hinzugegeben. Anschlieend werden die Partikel iiber ein mikrofluidisches System,
bestehend aus NEMESYS Spritzenpumpen und einer Mischkammer mit einem Interdigi-
talmischer, mit Wasser gemischt. Durch die Verwendung des Interdigitalmischers und der
gesteuerten Spritzenpumpen kénnen die Scherkrifte und das Mischungsverhalten genau
gesteuert werden, um die Partikel reproduzierbar einzeln zu verkapseln. Das Tensid sta-
bilisiert die hydrophoben Nanopartikel hierbei mizellar. Durch diese Verkapselung steigt
der hydrodynamische Durchmesser der Partikel an, da die urspriingliche hydrophobe Li-
gandenbhiille erhalten bleibt.
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In der folgenden Abbildung ist die mittels DLS bestimmte Volumenverteilung der SPI-
ONs in Toluol vor und in Wasser nach der mizellaren Verkapselung, sowie ein TEM-
Ubersichtsbild dargestellt.
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Abbildung 26: DLS Messungen vor und nach der mizellaren Stabilisierung von 3 nm
SPIONs mit Polysorbat 80 und TEM Ubersichtsbild nach der Stabilisierung.

Die in Abbildung 26 dargestellten DLS Messungen und das TEM Ubersichtsbild sind von
den selben 3 nm USPIONSs, welche auch fiir die Stabilisierung mit dem PEG-Phosphat
Liganden verwendet wurden. Die Gréflenzunahme durch die mizellare Verkapselung mit
Polysorbat 80 ist deutlich zu erkennen. Bei der mizellaren Verkapselung kam es zu einer
teilweisen Agglomeration der USPIONs. Dies ist durch die Verbreiterung der Volumen-

verteilung im DLS und die Bildung einiger weniger Aggregate im TEM-Ubersichtsbild
erkennbar.

5.2.2 Direkte Stabilisierung nach Synthese

Direkt nach der Synthese sind die Partikel in DEG stabilisiert. Fiir die Langzeitlagerung
werden die USPIONs normalerweise mit Oleylphosphat in Toluol stabilisiert, da aufgrund
des hohen pH-Wertes der Nanopartikellosung die direkte Stabilisierung herausfordernd ist.
Viele wasserlosliche Liganden, wie zum Beispiel Zitronensaure, Weinsaure und Dopamin
waren nicht in der Lage die Partikel in diesem hohen pH-Bereich einzeln zu stabilisieren.
PEG ist aber relativ unempfindlich gegeniiber Anderungen im pH-Wert und aufgrund
dessen konnten die Partikel durch Zugabe einer wassrigen PEG-Phosphat Losung direkt
nach der Synthese in Wasser stabilisiert werden. Somit konnten Partikel mit einer Ligan-
denhiille modifiziert werden, die eine hohe Mobilitidt der Wassermolekiile bis zur Parti-

keloberfliche gewéhrleistet. In der folgenden Abbildung ist neben der Volumenverteilung



5.2. STABILISIERUNG IM WASSRIGEN MEDIUM 65

der mit PEG-Phosphat stabilisierten USPIONs noch ein Blindexperiment, in dem nur
Wasser ohne PEG-Ligand zu der DEG Reaktionslosung gegeben wurde, dargestellt.
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Abbildung 27: Mittels DLS bestimmte Volumenverteilung der mit PEG-Phosphat
stabilisierten USPIONs und dem Blindexperiment durch Wasserzugabe, sowie
TEM-Ubersichtsbild der PEG-Phosphat stabilisierten USPIONS.

Die USPIONs konnten sehr gut einzeln mit dem PEG-Phosphat in Wasser stabilisiert
werden. Die Volumenverteilung ist schmal und in dem TEM-Ubersichtsbild ist keine Ag-
glomeration zu erkennen. In dem Blindexperiment, in dem nur Wasser zu den Partikeln
gegeben wurde, aggregierten die Partikel stark. Als weiterer Nachweis der Stabilisierung
der USPIONSs mittels des PEG-Phosphat Liganden wurden die Nanopartikel mittels KBr
FTIR-Messungen untersucht.
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Abbildung 28: KBr FTIR Messungen des PEG-Phosphat Liganden, PEG-Phosphat
stabilisierten USPION, USPION Blindprobe in Wasser und Oleylphosphat stabilisierte
USPIONS.
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Die KBr FTIR Messungen zeigen, dass die SPIONs erfolgreich mit dem PEG-Phosphat
stabilisiert wurden. Die CH, Deformationsschwingung bei 842 cm™!, C-O Deformations-
schwingung bei 960 cm™! und das Triplett der C-C und C-O Streckschwingungen bei
1000-1200 cm™! sind deutlich im FTIR Spektrum des PEG-Phosphats und der modifi-

zierten Partikel zu finden. 102

5.2.3 Ligandenaustausch

Weitere Partikel wurden mit Polymaleinsaure-alt-dodecyl (PMADD) nach einer Methode
nach PELLEGRINO et al. verkapselt.['®3 Hierfir wurden die Partikel aus Tetrahydrofuran
mit dem Polymaleinsiure-alt-decan (4100 g/mol) eingetrocknet und anschliefilend in einem
TBE-Puffer aufgenommen und mit Hilfe von Ultraschall in Losung gebracht. In Abbildung
29 ist eine DLS Messung und ein TEM-Ubersichtsbild von SPIONs, welche mit Hilfe von

Polymaleinsaure-alt-decan in Wasser stabilisiert wurden, gezeigt.
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Abbildung 29: Mittels DLS bestimmte Volumenverteilung und TEM Ubersichtsbild
der 4 nm USPIONSs, welche mittels Polymaleinsaure-alt-decan in Wasser stabilisiert
wurden.

Uber diese Methode konnten die SPIONs gut im Wasser einzeln stabilisiert werden. In der
DLS-Messung ist die Bildung von Agglomeraten erkennbar, aber der Grofiteil der Probe

konnte erfolgreich einzeln in Wasser mit dieser Methode stabilisiert werden.

Die USPIONs wurden auch mit PMaDD iiber einen Ansatz nach MULVANEY in Was-
ser stabilisiert. 1% Hierbei wird das Anhydrid des PMaDD mit den Partikeln vermischt
und durch Zugabe von Ethanolamin erfolgt eine Ringdffnung, wodurch die hydropho-
ben Partikel in Wasser mizellar stabilisiert werden. In Abbildung 30 ist die Ring6ffnung
von Polymaleinsdureanhydrid-alt-dodecan mit und einer Blindprobe ohne die Zugabe von

Ethanolamin dargestellt.
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Abbildung 30: Stabilisierung hydrophober Nanopartikel nach MULVANEY an 6.9 nm
SPIONSs durch eine Ringo6ffnung des Maleindureanhydrids durch Zugabe von
Ethanolamin in einem Zweiphasensystem (rechts) und einer Blindprobe ohne

Ethanolamin (links). 14

Bereits nach kurzem Schiitteln gehen die SPIONs unter der Zugabe von Ethanolamin in
die wéssrige Phase iiber. Nach 1 h Riihren sind die Partikel nahezu vollstandig in der wéss-
rigen Phase stabilisiert. Ohne die Zugabe von Ethanolamin erfolgte kein Phasentransfer
der Partikel.
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Abbildung 31: Mittels DLS bestimmte Volumenverteilung und TEM-Ubersichtsbild
der nach MULVANEY mittels Offnung des Anhydrids durch Ethanolamin in Wasser
stabilisierten SPIONs. 10l

In den DLS-Messungen ist eine deutliche Verbreiterung der Volumenverteilung und somit
die Bildung von Aggregaten erkennbar. Somit konnte mit der Methode nach MULVANEY
die USPIONSs nicht gut einzeln stabilisiert werden und ein nicht unsignifikanter Anteil

agglomerierte.
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Es wurde auch versucht mit dem Polymaleinsédure-alt-dodecan direkt nach der Synthese
die Partikel zu stabilisieren, aber aufgrund des hohen pH-Wertes der Reaktionslosung ag-
glomerierte ein grofier Anteil der SPIONs. Mit der Methode nach PELLEGRINO et al.!'%%]

konnten die am besten einzeln stabilisierten USPIONs erhalten werden.

5.2.4 Relaxometrische Messungen

In der Abbildung 32 sind die 7, und ro Werte ausgewéhlter USPION Proben mit un-
terschiedlichen Liganden und Magnevist® als Referenz fiir die gadoliniumbasierten T-
Kontrastmitteln dargestellt. Gute SPION basierte T;-Kontrastmittel zeigen eine mog-

lichst hohe r; Relaxivitéit bei einer geringen ry Relaxivitat.
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Abbildung 32: Relaxivitdten von SPIONs unterschiedlicher Grofle verkapselt mit
Polysorbat 80, stabilisiert direkt nach der Synthese mit PEG-Phosphat (3 nm PEG) und
SPIONS stabilisiert mit Polymaleinséure-alt-decan (*).

In Abbildung 32 sind die 3 nm PEG und 3 nm Partikel aus der gleichen Partikelsynthese
dargestellt, um die mit PEG-Phosphat funktionalisierten Partikel direkt mit den mizellar
mit Polysorbat 80 verkapselten Partikeln vergleichen zu konnen. Die PEG-Phosphat stabi-
lisierten Partikel zeigen hierbei sehr hohe Werte fiir r; und ein sehr gutes 7o/ Verhéltnis.

Die mizellar stabilisierten Partikel zeigen etwas geringere Werte fiir 7o, aber dafiir nimmt
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die r; Relaxivitédt stark ab. Durch die organische Ligandenhiille der mizellar stabilisierten
USPIONSs ist die Wassermobilitat in der Nahe der Partikeloberflache stark eingeschrankt
und die r; Relaxivitéit sinkt stark. Die PEG-Phosphat stabilisierten Partikel besitzen eine
durchgéngige Ligandenhiille aus PEG, wodurch eine hohe Protonenmobilitit in der ge-

samten Ligandenhiille gewahrleistet wird.

Zwischen den mit Polysorbat 80 und Polymaleinsaure-alt-decan stabilisierten Partikeln
lassen sich noch weitere Unterschiede erkennen. Die mit PMAD stabilisierten Partikel be-
sitzen deutlich hohere r; und ro Relaxivitaten. Dies lasst sich durch den unterschiedlichen
Aufbau der dufleren Sphare erkléaren. Die Carbonséduregruppen im Polymaleinsaure-alt-
decan sind hier moglicherweise in der Lage Protonen schnell auszutauschen und dadurch
zur Relaxation beizutragen. Das PEG im Polysorbat 80 ist zwar hydrophil, kann aber

nicht im gleichen Mafle Protonen austauschen.

Die mit Polysorbat 80 stabilisierten Nanopartikel besitzen bei gleicher Partikelgrofle eine
geringere ry Relaxivitat. Monte Carlo Simulationen zeigen, dass eine hydrophobe Schicht
um die Nanopartikel die Wassermobilitdt in Nahe der Partikeloberfliche verringert. Das
fithrt dazu, dass die Wasserkonzentration nahe der Nanopartikeloberfliche, an der das
induzierte Magnetfeld am hochsten ist, abnimmt, wodurch 7o sinkt.['%! Dies erklirt die
geringere 7 Relaxivitat der mit Polysorbat 80 stabilisierten Partikel gegeniiber den mit
PEG-Phosphat. Die Polysorbat 80 mizellar stabilisierten SPIONs zeigen auch eine gerin-
gere ro-Relaxivitat gegeniiber den Polymaleinséure-alt-decan Partikeln, was sich auch zum
Teil durch die bessere Protonenmobilitit der Carbonsduren im Polymaleinsédure-alt-decan
erkldren lasst. Weitere Unterschiede in der ro Relaxivitat sind auf eventuelle Aggregation
der Partikel zuriickzufithren. Schon ein geringer Anteil an Aggregaten im Kontrastmittel

erhoht die ro-Relaxation.

Im Folgenden werden die hergestellten Ti-Kontrastmittel mit der aktuellen Literatur
verglichen, um ihre Eignung beurteilen zu kénnen. In Tabelle 4 wurden die mit PEG-
Phosphat modifizierten und mit Polysorbat 80 und PMAD mizellar stabilisierten Partikel
mit den besten T-Kontrastmitteln auf USPION Basis aus einem Review von 2021 mit
dem Thema Iron Ozide Nanoparticles as Ty Contrast Agents for Magnetic Resonance
Imaging: Fundamentals, Challenges, Applications, and Prospectives verglichen.?® Hier-
bei wurden die hergestellten USPIONs nur mit anderen Messungen bei 1.5 T verglichen,

da die Relaxivitdten von der angelegten Feldstarke abhangen.
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Tabelle 4: Literaturvergleich von USPIONs als Ty Kontrastmittel bei 1.5 T[]

Partikel- Ligand Liganden Hydrody- r1/ ry/ ry/T1
durchmes MW/ gmol™!  namischer mM~!s™! mM~1s™!
/nm Durchmes-
ser/ nm

PEG-Phosphat 2000 15 7.1 15.5 2.18

Polysorbat 80 1310 34 1.3 12.3 9.53

PMaDD 4100 28 5.1 24.9 4.88
3.5 PEG-Phosphat 750 20 11 28.1 2.550107]
3.9 PEG-Phosphat 2000 22 6.8 17.9 2.63[107]
3.6 PEG-Carbonsédure 600 10 19.7 39.4 2.00
4.8 Zitronenséure 192 18 14.6 66.9 4.61 [20]

4 Tanninsaure 1701 32 2.25 5.27 2.341108]

Die aus der Flusssynthese direkt mit PEG-Phosphat stabilisierten Partikel zeigen ein aus-
gezeichnetes 1o /1 Verhéltnis von 2.18 und einen geringen hydrodynamischen Durchmesser
von 15 nm. Im Vergleich zu den von LAURENT et al. synthetisierten PEG-Phosphat 3.5 nm
USPIONSs ist 7 leicht und 79 erhoht, sowie der hydrodynamische Radius verringert. Dies
ist zum Teil der geringeren Partikelgrofle zu verdanken. Den grofleren Beitrag hat hierbei
aber mit hoher Wahrscheinlichkeit die geringere Anzahl an Aggregaten in der Probe, was
in dem deutlich geringeren hydrodynamischen Durchmesser zu erkennen ist. Dieser Ef-
fekt zeigt sich an den PEG-Carbonsaure Partikeln, wo der hydrodynamische Durchmesser

deutlich geringer ist und die Relaxivitaten erhéht sind.

Die besten publizierten T; Kontrastmittel auf SPION Basis besitzen ein r5/r; Verhéltnis
von ~ 2. Viele der USPIONs Synthesen liefern nur geringe Mengen an USPIONSs, durch
die Synthese oder sind nach der Synthese zuerst im organischen Losungsmittel stabilisiert
und miissen anschliefend noch modifiziert werden. Weiterhin besteht bei diesen Synthe-
sen die Moglichkeit, dass Pyrolyseprodukte an der Nanopartikeloberfliche gebunden sind,
welche vor der klinischen Anwendung am Menschen aufwéindig entfernt werden miissen.
Die in dieser Arbeit entwickelte Flusssynthese ermoglicht die Synthese von USPIONs im
g/h MafBistab, welche anschliefend direkt nach der Herstellung mit wéssrigen Liganden
stabilisiert werden kénnen. Weiterhin ldsst sich diese Synthese leicht durch zum Beispiel
Parallelisierung im Rohrreaktor hoch skalieren, um USPIONs im industriellen Mafstab
zu produzieren. Die iiber die Flusssynthese erhalten USPIONs mit PEG-Phosphat als
Liganden zeigen eine sehr gute Eignung als T;-Kontrastmittel und einen sehr geringen

Agglomerationsgrad. Somit bietet die in dieser Arbeit entwickelte Flusssynthese ein hohes
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Potential biokompatible USPIONs mit hoher Reproduzierbarkeit und in groflen Mengen

zu synthetisieren.

5.3 Kontrollierte Agglomeration fiir MPT-Tracer

Die Signal Detektion und Bildqualitat im MPT hangt zum groflen Teil von den Eigenschaf-
ten der verwendeten SPION Tracer ab.[l Auf der Suche nach geeigneten MPT-Tracern
wurden zuerst die kommerziellen SPION MRT Kontrastmittel untersucht. Aus den un-
tersuchten SPION Kontrastmitteln zeigte nur Resovist® ein gutes MPT-Signal. Resovist®
besteht aus einer breiten Verteilung von &~ 5.5 nm SPIONs die kleinen Aggregate mit ei-
nem hydrodynamischen Durchmesser von 62 nm bilden. %% Diese Ergebnisse waren iiber-
raschend, da GLEICH und WEIZENECKER zeigten, dass nach der LANGEVIN Theorie nur
die 30 nm Partikel signifikant zum MPT Signal beitragen. Da Nanopartikel dieser Grofie
nur 3 % der Eisenmasse in Resovist® ausmachen, konnte sich die guten Tracer Eigenschaf-
ten von Resovist ® nicht erklirt werden. 1% Spitere Studien zeigten, dass sich die kleinen
Aggregate aus ~ 5.5 nm, welche 30 % der Eisenmasse ausmachen, wie Einzeldoméanen
Partikel deutlich gréferer SPIONs verhalten. ¥ Somit konnen auch Aggregate kleine-
rer SPION Partikel sehr gute Signale im MPT liefern. Die genaue Kontrolle der Grofe,
Groflenverteilung, Partikeldurchmesser der einzelnen SPION Kernpartikel, Form der Ag-
gregate und Partikel-Partikel Abstand ist sehr herausfordernd. Selbst kleine Anderungen
in einem dieser Parameter beeinflussen die Dipol-Dipol oder Austauschwechselwirkung in

den Partikelaggregaten signifikant und somit auch das Signal im MPT.[1197]

Da Resovist® lange Zeit der beste kommerziell erhiltliche MPT-Tracer war, wird es hiu-
fig als Referenz zum Vergleich neuer Tracer genutzt. Da Resovist® sehr polydispers ist,
kann sich das Signal um den Faktor 3, je nach Charge, unterscheiden, was zu Fehlinter-
pretation auf der Suche nach guten MPT-Tracern fithren kann.!”! Mittlerweile sind auch
MPT-Tracer, wie zum Beispiel Perimag®, kommerziell erhéltlich, welche ein besseres Si-

gnal und eine geringere Varianz in der Signalstirke in unterschiedlichen Chargen zeigen.

In dieser Arbeit werden zwei Methoden zur kontrollierten Agglomeration von SPIONs
gezeigt, mit der sich Partikelagglomerate und blumenartige Partikelcluster in einem Gro-
Benbereich von 40 bis 410 nm mit einer fiir Agglomerate dieser Grofle sehr guten Grofien-
verteilung herstellen lassen. Diese Cluster wurden dann anschlieBend mit Polysorbat 80

in Wasser mizellar stabilisiert und auf ihre Eignung als MPT-Tracer gepriift.
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5.3.1 Herstellung blumenartiger Partikelagglomerate durch die

ausschlielliche Verwendung des Eisen(II)Precursors

Wird nur Eisen(II)chlorid als Eisenvorlduferverbindung in der modifizierten Polyolsyn-
these nach GOLOVERDA et al.[*”! verwendet, unterscheidet sich das Wachstumsverhalten
zu dem Eisen(III)/Eisen(II) Gemisch deutlich. Es bilden sich dichtgepackte blumenartige
Partikelaggregate aus, welche bei hohen Temperaturen von 230 °C sintern. Solche blumen-
artigen Partikelaggregate sind als MPT-Tracer interressant, da spinaufgeloste Kleinwinkel
Neutronenstreuungs (SANS) Experimente zeigen, dass in solchen blumenartigen SPION
Aggregaten die magnetischen Momente zwischen benachbarten Partikeln bevorzugt par-

allel vorliegen. ']

Die folgenden beiden Probenziige wurden schon im Rahmen der Masterarbeit durchge-
fithrt, werden hier aber noch einmal diskutiert, um den Prozess der Aggregation bei der
Verwendung von ausschliellich Eisen(II)chlorid als Eisenvorlduferverbindung darzustel-
len.[%) In Abbildung 33 und Tabelle 5 ist ein Probenzug einer Reaktion bei 180 °C iiber
195 min mit ausschlieflich Eisen(IT)chlorid als Eisenquelle gezeigt.

Abbildung 33: TEM-Bilder des Probenzugs bei 180 °C mit nur Eisen(II)chlorid als
Eisenquelle nach 15 (A), 45 (B), 105 (C), 165 (D) und 195 min (E).
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Tabelle 5: Mittelwerte der GroBenverteilung und die Standardabweichung vom
Mittelwert der Synthese bei 180 °C mit ausschlielich Eisen(II)chlorid als Eisenquelle .

Reaktionszeit ~ Mittelwert Standardabweichung

/min /nm a/%
15 7.2 20
45 27 16
105 9.9 23
165 26 19
195 27 24

Hier bilden sich nach 15 min deutlich grofiere Partikel aus. Wéhrend bei dem Eisen(III)/
Eisen(II)-Syntheseansatz die Wachstumsphase schon beendet ist und sich die Partikel
nicht weiter verandern, bilden sich sogenannte blumenartigen Partikelaggregate aus. Bei
einer Reaktionstemperatur von 180 °C verdndern sich diese Partikel kaum. Bei einer ho-
heren Reaktionstemperatur beginnen diese blumenartigen Partikelaggregate mit lingeren

Reaktionszeiten zu sintern. In Abbildung 34 und Tabelle 6 ist dieser Prozess dargestellt.

| —Toonm |

Abbildung 34: TEM-Bilder der Synthese mit reinem Eisen(II)chlorid als Eisenquelle
fir 1 h (A) und 3 h (B) bei 230 °C.

Tabelle 6: Mittelwerte der GroBenverteilung und die Standardabweichung vom
Mittelwert der Synthese bei 230 °C unter der ausschlielichen Verwendung von Eisen(II).

Reaktionszeit ~ Mittelwert Standardabweichung

/h /nm a/%
15.9 22
3 124 19

Bei einer Reaktionstemperatur von 230 °C bilden sich auch zuerst blumenartige Partikel-

aggregate aus, welche anschliefend zu unférmigen groflen Partikeln sintern.
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Durch Erhohung der Wassermenge lassen sich diese blumenférmigen Aggregate weiter

destabilisieren, um deutlich groflere Aggregate zu erhalten.

Durch die Verwendung von ausschlieBlich der Eisen(II) Vorlduferverbindung treten auch
Anderungen in der Kristallstruktur der gebildeten Partikel auf. In Abbildung 35 ist das
XRD von Partikeln aus einer Synthese in der ausschlieBlich Eisen(II) als Eisenquelle ver-

wendet wurde, dargestellt.
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Abbildung 35: XRD blumenartigen SPION-Clustern mit Referenz fiir Wiistit (rot
01-086-2316) 12 Magnetit (blau 00-019-0629) ! und Maghemit (griin 00-039-1346) 2],

Das XRD zeigt, dass die Partikel zum Grofteil aus Magnetit/Maghemit bestehen mit
einem kleinen Anteil an Wistit. Durch die Linienverbreiterung lésst sich keine Aussage
iiber das Verhaltnis von Magnetit zu Maghemit treffen, da die Reflexe zu dhnlich sind.
Da noch Reste von Wiistit im XRD zu sehen sind, ist davon auszugehen, dass die Partikel
als Wistit gebildet werden und dann unter Kontakt mit dem Sauerstoff aus der Raum-
luft zu Magnetit und auch Maghemit oxidieren. Die hier untersuchten Partikel besitzen
noch einen Wiistit Kern und eine Magnetit/Maghemit Hiille, da die Partikel noch nicht
vollstandig oxidiert wurden. Bei einer ldngeren Lagerung unter Raumluft kann davon aus-

gegangen werden, dass die Partikel vollstdndig zu Magnetit/Maghemit oxidiert werden.

Der Wiistit Gehalt in diesen blumenartigen SPION-Clustern Aggregaten, ist bedenklich



5.3. KONTROLLIERTE AGGLOMERATION FUR MPT-TRACER 75

da fiir in vivo Anwendungen versucht wird, den Eisen(II) Gehalt der SPIONs moglichst

gering zu halten, um oxidativen Stress auf die Zellen zu vermeiden. 3!

5.3.2 Kontrollierte Agglomeration durch Wasserzugabe

Die Wassermenge, welche wahrend der Synthese hinzugegeben wird, hat einen deutlichen
Einfluss auf die Stabilitdt der erzeugten SPIONs. Eine erhohte Wasserzugabe wahrend
der Synthese oder eine Zugabe von Wasser nach der Nukleation fiithrt dazu, dass ein Teil
der deprotonierten DEG-Liganden protoniert werden. Dadurch wird die Stabilitidt der
Nanopartikel reduziert und die Partikel agglomerieren. Durch diesen Effekt konnen die
Partikel in der Synthese gezielt agglomeriert werden. In Abbildung 36 ist der Einfluss der
Wassermenge auf den Agglomerationsgrad dargestellt. Hierbei ist die Intensitatsverteilung
aus DLS-Messungen der Partikelaggregate nach dem Phasentransfer mit Oleylphosphat
dargestellt.
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Abbildung 36: Normierte Intensitatsverteilung von Synthesen mit unterschiedlicher
Zugabe von Wasser zur kontrollierten Agglomeration und TEM-Bilder.

Die Agglomeration der Partikel lie} sich durch Zugabe von 0.1 bis 3 mL Wasser wah-
rend der Synthese steuern. Durch diese Zugabe konnten Partikelagglomerate mit einem

hydrodynamischen Radius von 40 nm bis 410 nm erhalten werden.

5.4 Eignung als MPT-Tracer

Ein Teil der Arbeiten wurde in Zusammenarbeit mit Hanh Thu Pham im Rahmen ihrer
unveroffentlichten Bachelorarbeit durchgefithrt. Ausgewéhlte Partikelclusterproben wur-
den mit einer in der Arbeitsgruppe Weller etablierten Methode zur mizellaren Stabilisie-
rung von Nanopartikeln mit Polysorbat 80 in die wissrige Phase iiberfithrt. "% Mittels

eines vibrierenden Proben Magnetometers (VSM) und eines magnetischen Partikel Spek-
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trometers (MPS) wurden die Partikelagglomerate auf ihre Eignung als Tracer fiir das
MPT untersucht. Hierbei wurde als Vergleich zwischen Partikelagglomeraten aus klei-
nen Nanopartikeln und grofleren einzelnen Nanopartikeln, eine von Michael Kampferbeck
zur Verfigung gestellte Probe mit einem Partikeldurchmesser von 13 nm aus einer Py-
rolysesynthese untersucht. Die synthetisierten Nanopartikelagglomerate wurden mit den
MPT-Tracern Resovist® und Perimag® verglichen, um sie im Vergleich zu kommerziell er-
héltlichen MPT-Tracern zu betrachten. In der Abbildung 37 sind die VSM Ergebnisse der
ausgewahlten Cluster (links) und deren Ableitung (rechts) dargestellt. Die GroBenangabe
aller Proben ist hierbei der mittels DLS bestimmte Z-Average der Cluster im wéssrigen
Medium.
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Abbildung 37: Magnetisierungskurven der fiir die MPS verwendeten Proben bestimmt
durch Probenvibrationsmagnetometer Messungen von -2 bis 2 T mit einem Zoom in von

-40 bis 40 mT.

Die untersuchten Partikelcluster besitzen eine Sattigungsmagnetisierung zwischen 40 und
72 emu g~ !. Diese Werte beriicksichtigen nur den anorganischen Anteil der Nanoparti-
kel, unter der Annahme, dass die Partikel aus Magnetit bestehen. Von den untersuchten

Proben besitzt Resovist® die geringste Sittigungsmagnetisierung und die 40 nm blumen-
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artigen Cluster die hochste. Zwischen der Grofie der Agglomerate und der Sattigungsma-
gnetisierung liegt kein direkter Zusammenhang vor, da die Sattigungsmagnetisierung von
der Grofle und Kristallinitdt der Kernpartikel und nicht von der Groéfle der Agglomerate
abhéangt. Die hier vermessenen 13 nm SPIONs aus der Pyrolysesynthese (24 nm pyro)
zeigen trotz des deutlich hoheren Partikeldurchmessers eine geringe Séattigungsmagneti-
sierung. In der Pyrolysesynthese von SPIONs bilden sich zuerst Wiistit Partikel, welche
anschlieBend oxidieren. ™ Aufgrund dessen kann noch ein Wiistit Kern in den Partikeln

vorhanden sein, der die Sattigungsmagnetisierung verringert.

Fiir Messungen im MPT ist eine hohe Sattigungsmagnetisierung der Partikel zwar wich-
tig, aber fiir die Eignung als MPT-Tracer ist die Nichtlinearitdt der Magnetisierung bei

geringen Feldstéirken von groflerem Einfluss.
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Abbildung 38: Ableitung der Magnetisierungskurven der fiir die MPS verwendeten
Proben in einem Bereich von -40 bis 40 mT.

In MPT-Messungen wird oft nur mit einem schwachen oszillierenden magnetischen Feld
von nur 0.1-20 mT gemessen. [™® In diesem Bereich ist ein deutlicher Unterschied zwischen
den einzelnen Nanopartikeln und den Nanopartikelagglomeraten erkennbar. Die 13 nm

groflen einzeln vorliegenden SPIONs aus der Pyrolysesynthese (24 nm pyro) zeigen hier



5.4. EIGNUNG ALS MPT-TRACER 79

nur eine sehr geringe Anderung. Die Steigung éndert sich nur wenig und auch bei geringen
Feldstarken nahe 0 nimmt die Steigung nur schwach zu. Bei den untersuchten Nanoparti-
kelagglomeraten nimmt die Steigung mit zunehmendem hydrodynamischem Durchmesser
stark zu. Dieser Effekt ist vor allem bei geringen Feldstarken sehr ausgepragt. Nahe einer
Feldstérke von 0 nimmt die Anderung der Magnetisierung in den Partikelagglomeraten
stark zu. Dort durchlauft die Anderung der Magnetisierung ein Maximum und nimmt
hohe Werte an. Die deutlich erhohte Steigung der Agglomerate gegeniiber den grofleren
Partikeln aus der Pyrolyse liegt mit hoher Wahrscheinlichkeit an Wechselwirkungen zwi-
schen den einzelnen Partikeln in den Clustern. Durch die rdumliche Néhe der SPIONs
zueinander sind sie in der Lage miteinander konstruktiv oder destruktiv wechselzuwirken.
Diese Wechselwirkungen fithren anscheinend zu einer deutlichen Zunahme der Anderung
der Magnetisierung bei geringen Feldstarken. Dieser Effekt wurde auch schon in Untersu-
chungen von blumenartigen Nanopartikelagglomeraten als To-Kontrastmittel beobachtet.

Hierbei stieg mit der ClustergroBe auch r, stark an. 77111

Besonders féllt auf, dass die 76 nm grofien Cluster eine etwas geringere Séttigungsma-
gnetisierung als die Vergleichbaren 70 nm groien Cluster besitzen, die Anderung der Ma-
gnetisierung nahe einer Feldstéirke von 0 aber etwas hoher ist. Perimag® zeigt im Vergleich
zu den anderen Proben die hochste Steigung bei sehr geringen Feldstarken. Die Halbwerts-
breite ist aber mit 6.2 mT geringer als die der blumenartigen Agglomerate, die nur eine
etwas geringere maximale Steigung bei einer Halbwertsbreite von 11 mT besitzen. Die
70 und 76 nm grofien Cluster zeigen eine dhnliche maximale Steigung wie Resovist®, bei
einer deutlich erhéhten Halbwertsbreite. Aufgrund der hoheren Halbwertsbreiten der her-
gestellten SPION Agglomerate gegentiber den kommerziellen Tracern, bei vergleichbaren
Starken der Steigung, zeigen die Agglomerate ein hohes Potential fiir MPT-Messungen,

welche bei hoheren Feldstérken, wie zum Beispiel 20 mT durchgefithrt werden.

Die Partikel wurden alle mit einer Konzentration von 15 mmol/L Eisen in einem MPS
vermessen, um die Eignung als Tracer im MPT zu priifen. Die Ergebnisse sind normiert
auf Resovist® (A) und Perimag® (B) in Abbildung 39 dargestellt, da aktuelle Messgeréite
nicht geeicht sind und immer gegen eine Referenz gemessen wird. Resovist® ist als Refe-
renz nur schlecht geeignet, da es je nach Charge stark unterschiedliche Performance im
MPT zeigt. Perimag® Chargen zeigen eine eher untereinander vergleichbare Performance
in der MPT.
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Abbildung 39: Vergleich unterschiedlicher SPION-Cluster im MPS mit Resovist® (A)
und Perimag® (B). In den MPS Ergebnissen wurden nur die ungeradzahligen
harmonischen Schwingungen dargestellt.

Das Signal der einzelnen SPIONs und der kleinen Cluster mit einem hydrodynamischen
Durchmesser von 33 nm sinkt sehr schnell und ist deutlich geringer als von Resovist®.
Dies kann unter anderem daran liegen, dass die 13 nm grolen SPIONs ein langsameres
Relaxationsverhalten zeigen, als die aus 5-8 nm bestehenden Cluster und somit dem ange-
legten hochfrequenten Magnetfeld nicht ausreichend schnell folgen kénnen. Mit steigender
Cluster Grofle steigt das Signal deutlich an. Die Cluster mit einem hydrodynamischen
Durchmesser von 70 und 76 nm und die 40 nm blumenartigen Cluster zeigen iiber einen
weiten Frequenzbereich bessere Signale als Resovist®. Die blumenartigen Cluster zeigen
bis zu einer Frequenz von f/f; von 25 und die 76 nm Cluster bis zu einer Frequenz von f/f;
von 37 ein hoheres Signal als Perimag®. Da das Signal mit steigender Frequenz schnell
abnimmt, sind vor allem die niedrigen harmonischen Schwingungen wichtig, da ihr Beitrag

zum Gesamtsignal am hochsten ist.
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Abbildung 40: Unnormierte MPS Messungen an ausgesuchten SPION Proben. Da die
Messung nicht geeicht wurde, sind die absoluten Werte nur untereinander vergleichbar.

Nach ungefahr 30 harmonischen Schwingungen ist die Signalstarke nur noch sehr gering
und trégt zum Gesamtsignal wenig bei. Die MPS-Ergebnisse zeigen also hiermit, dass
die 40 nm blumenartigen und die 76 nm groflen Cluster sehr geeignet als MPT-Tracer
sind und sogar ein héheres Signal als Perimag® zeigen. Besonders interessant ist hierbei
der sehr grofe Unterschied zwischen den untersuchten Clustern mit einem Z-Average von
33 nm und den blumenartigen Clustern. Die blumenartigen Cluster zeigen ein deutlich

hoheres Signal bei einem ahnlichen hydrodynamischen Durchmesser.

In Abbildung 41 sind die TEM Bilder der drei besten Cluster Proben und ihre DLS

Messungen im Vergleich zu Resovist® und Perimag® gezeigt.
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Abbildung 41: TEM Bilder der drei besten SPION-Cluster Proben und durch DLS
bestimmte Intensititsverteilung mit Resovist® und Perimag® als Vergleich.

Die DLS-Messungen zeigen, dass in der verwendeten Resovist® Probe noch viele kleine
Cluster vorhanden sind, welche nur schwach zum Signal im MPI beitragen. Die in dieser
Arbeit hergestellten SPION Agglomerate zeigen eine deutlich schmalere Intensitétsvertei-

lung als die kommerziellen Tracer.

Die blumenartigen Partikelagglomerate zeigen ein besseres Signal im MPS als die kommer-
ziellen Tracer, bei einem deutlich geringeren hydrodynamischen Durchmesser von 40 nm.
Der kleine hydrodynamische Radius konnte den Partikeln ermoglichen die Aufnahme in
Makrophagen zu verringern und die Bluthalbwertszeit zu erhohen. Die hohe Performan-
ce der blumenartigen Agglomerate bei geringem hydrodynamischem Durchmesser zeigt
das hohe Potential der blumenartigen SPION-Cluster fiir die Anwendung im MPI. Die
70 und 76 nm Cluster sind in einem sehr dhnlichen Gréflenbereich wie der kommerzielle
Tracer Perimag®, zeigen aber eine schmalere Intensitétsverteilung. Dies verdeutlicht, dass
mit den in dieser Arbeit entwickelten Methoden zur kontrollierten Agglomeration SPION
Agglomerate mit einer sehr guten Groéflenkontrolle in dem biologisch interessanten Gro-

Benbereich hergestellt werden kénnen.
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Da der Partikeldurchmesser der einzelnen Partikel in den Agglomeraten einen grofien Ein-
fluss auf die magnetischen Eigenschaften hat, wurde mittels XRD der Partikeldurchmesser
bestimmt. In der folgenden Tabelle sind die durch XRD nach der SCHERRER-Gleichung
bestimmten Partikeldurchmesser gezeigt.
K-\
d=——i—— 5.8

A(20) - cosOy (5:8)
In Gleichung 5.8 ist d der Partikeldurchmesser, A die Wellenldnge der Rontgenstrahlung,
A(20) die Halbwertsbreite des Reflexes, ©g der Braggwinkel und K der Formfaktor. Fiir

den Formfaktor wurde ein Wert von 1 angenommen.

Tabelle 7: Durch XRD bestimmte Partikeldurchmesser der verwendeten
SPION-Cluster.

Z-Average/ nm Partikeldurchmesser
D/ nm

33 nm 6.9

40 nm blumenartig 8.3

70 nm 7.8

76 nm 8.2

Es féllt auf, dass die kleinen Cluster, welche nur ein sehr geringes Signal im MPS ge-
zeigt haben, einen geringeren Partikeldurchmesser besitzen als die grofleren Cluster, wel-
che deutlich bessere Eigenschaften zeigen. Die 76 nm und 40 nm blumenartigen Cluster
besitzen hierbei die grofiten Kernpartikel mit 8.2 und 8.3 nm. Dies kann neben der bes-
seren Groflenkontrolle ein zusétzlicher Effekt sein, der die hohere Performance gegeniiber

Resovist® mit einer Partikelgrofe ~ 5 nm erklirt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die in dieser Arbeit hergestellten SPION-
Cluster eine sehr gute Groflenkontrolle besitzen und deutlich bessere Ergebnisse im MPS
als Resovist® und sogar auch teilweise als Perimag® zeigen. Die blumenartigen Partikel
zeigen in den MPS-Messungen sehr gute Ergebnisse, bei einem im Vergleich geringen
hydrodynamischen Durchmesser. Dies zeigt das hohe Potential dieser Nanopartikelagglo-

merate in der Anwendung als Tracer im MPT.
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5.5 Darstellung magnetofluoreszenter Partikelaggre-

gate

In diesem Abschnitt wird die Arbeit an dem Projekt zur Entwicklung magnetofluoreszenter
NanoKonstrukte fir den Einsatz in Hochdurchsatz und Point of Care Diagnostik (Man-
kind) dargestellt. Dieses Projekt wurde in Kooperation mit dem Fraunhofer-Zentrum fiir
angewandte Nanotechnologie (CAN) durchgefithrt. Die in diesem Projekt hergestellten
magnetofluoreszenten Nanokonstrukte bieten das Potential sehr geringe Konzentrationen
an Antigenen durch die starke Fluoreszenz der QD-Cluster zu bestimmen, ohne vorher
eine zeitaufwiandige PCR durchzufithren, um die virale Antigen Anzahl zu erhéhen. Das
schematische Prinzip der Detektion von Antigenen mittels der magnetischen und fluores-
zenten Cluster ist in Abbildung 42 dargestellt.
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Auftrennun -
Antigenen + 9 e
3. Konjugation mit
QD-Clustern
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Abbildung 42: Schematische Darstellung der Detektion von Antigenen durch
Kopplung von magnetischen mit fluoreszenten Clustern.

Virale Antigene kénnen durch mit Antikoérpern modifizierte SPION-Cluster aus der Lo-
sung magnetisch abgetrennt werden. Anschlieend werden mit Antikérpern modifizierte
QD-Cluster hinzugegeben, welche an die SPION-Cluster durch das Antigen verbriickt,
koppeln. So werden magnetofluoreszente Nanokonstrukte erhalten, die sich magnetisch
auftrennen und anschliefend iiber die Fluoreszenz detektieren lassen. Sind keine viralen
Antigene vorhanden, koppeln die QD-Cluster nicht an die SPION-Cluster und nach der
magnetischen Aufreinigung wird keine Fluoreszenz detektiert. Die Fluoreszenz der Quan-

tum Dots ist herkdmmlichen Farbstoffen deutlich iiberlegen. Durch die Clusterung der
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einzelnen Quantum Dots wird die Fluoreszenz weiter verstéarkt, wodurch die Detektion
von einzelnen magnetofluoreszenten Konstrukten moglich ist. Durch die Modifizierbarkeit
der hergestellten SPION- und QD-Cluster bietet dieses Verfahren das Potential fiir die

Detektion einer Vielzahl an Antigenen.

Ziele dieses Projekts waren die Herstellung geeigneter magnetischer und fluoreszenter
Cluster auf der Basis von SPIONs und CdSe Quantum Dots, sowie erste Modellversu-
che mit etablierten Konjugationstechniken, um das Potential der magnetofluoreszenten
Konstrukte zu zeigen. Die QD und die fiir die Funktionalisierung verwendeten PI-b-PEG-
X Blockcopolymere wurden fiir dieses Projekt vom Fraunhofer Zentrum fiir angewandte

Nanotechnologie (CAN) zur Verfiigung gestellt.

5.5.1 Herstellung magnetischer Partikelaggregate durch evapo-

rationsinduzierte Selbstassemblierungsverfahren (EISA)

Es sollen aus den SPIONs magnetische Aggregate mit einer Grofle von 200-700 nm herge-
stellt werden. Diese Aggregate sollen ein hohes magnetisches Moment fiir die magnetische
Separation und superparamagnetische Eigenschaften besitzen, um die kolloidale Stabili-
tat zu bewahren. Diese Eigenschaften konnen tiber die Grofle der Kernpartikel und die
Grofle der Aggregate gesteuert werden. Durch eine Polymerverkapselung mit einer quer
vernetzten Polystyrolhiille und einer Stabilisierung mit funktionalisierten PI-6-PEG, kann
ein Entweichen von Eisenionen sowie unspezifische Proteinadsorption unterdriickt werden

und die Funktionalitét fir die Kopplungschemie ermoglicht werden.

Die Herstellung der Eisenoxidnanocluster erfolgte iiber die evaporations-induzierte Selbst-
assemblierung. Bei dieser Methode wird eine Emulsion aus Nanopartikeln in einem leicht
fliichtigen organischen Loésungsmittel in einer wassrigen Tensidlosung hergestellt. Nach
der Erzeugung der Emulsion wird anschlieSend das organische Losungsmittel durch Ver-
dampfen entfernt. Beim Verdampfen assemblieren die Nanopartikel und werden durch das
Tensid in der wissrigen Losung stabilisiert. ' Im Gegensatz zu den anderen Methoden
zur Herstellung von Nanopartikelaggregaten ist bei der EISA die Form durch die orga-
nischen Tropfen vorgegeben. Dadurch kénnen Cluster mit einer ausgepragten Kugelform
erhalten werden. Die Grofle und Groflenverteilung der Nanopartikelcluster hingt hier-
bei von einer Reihe von Faktoren ab, die entweder die resultierende Emulsion und deren
Tropfchenverteilung beeinflussen oder Einfluss auf die Nanopartikel in den organischen
Tropfchen nehmen. Die Kontrolle der Scherkrifte wahrend der Bildung der Emulsion und
des Verdampfens des organischen Loésungsmittels spielt hierbei eine grofie Rolle. Neben

den Scherkriften kann durch die Wahl des Tensids, der Konzentration des Tensids sowie
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des Verhéltnisses von der organischen Phase und der wéssrigen Phase die Erzeugung der
Emulsion und deren darauffolgende Stabilitat kontrolliert werden. Durch die Konzentra-
tion der Nanopartikel in dem organischen Losungsmittel kann direkt auf die Grofle der

Nanopartikelcluster Einfluss genommen werden. ['*%)

In der folgenden Abbildung ist das evaporationsinduzierte Selbstassemblierungsverfahren

(EISA) zur Herstellung der verwendeten Nanopartikelaggregate schematisch dargestellt.

Verdampfen
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Abbildung 43: Schematische Darstellung des EISA Verfahrens mit anschlieender
Verkapselung und Einbringung funktioneller Gruppen durch PI-PEO-X.

Die Partikel liegen in Chloroform vor und mit Hilfe einer wassrigen Dodecyltrimethylam-
moniumbromid (DTAB) Losung wird iiber einen Vortexer eine Emulsion hergestellt.
Durch anschlieendes Riithren bei Raumtemperatur oder leicht erhohter Temperatur wird
das Chloroform verdampft und das DTAB stabilisiert die Nanopartikelaggregate. Durch
die Tropfenform des organischen Losungsmittels besitzen die gebildeten Cluster eine defi-
nierte Kugelform. Um die Stabilitdt der Cluster zu erhéhen, werden sie in einer Polystyrol-
hiille, welche mit Hilfe von Divinylbenzol quer vernetzt wurde, verkapselt. Anschlieend
werden die Partikel magnetisch aufgereinigt und das DTAB mit PI-5-PEO-X im Uber-
schuss ausgetauscht. Es wurde immer eine Abmischung von 95 % unfunktionalisierten
PI-6-PEO-OMe mit 5 % des funktionalisierten Polymers verwendet, um die Anzahl an
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funktionalen Gruppen auf dem Clustern zu kontrollieren. Durch eine zweite Verkapselung
mit Styrol/Divinylbenzol wird das PI--PEO-X an der Oberfliche befestigt.

In den unveroéffentlichten Masterarbeiten im Arbeitskreis Weller von Lea Klauke und Alex-
ander Busler wurden die Reaktionsbedingungen im EISA-Verfahren zur Herstellung von
SPION-Clustern ausgiebig untersucht. Aus diesen Arbeiten ergab sich, dass bei einer SPI-
ON Konzentration von 20 mg/mL und ein Verhéltnis von organischer Phase zu wéssriger
Phase von 1:1 Cluster mit einer relativ geringen Groflenverteilung erhalten werden kon-
nen. In dieser Arbeit wurden Carbonsaure-, Methoxy- und Azid- funktionalisierte SPTON-
Cluster fiir Kopplungsexperimente in einem Groéflenbereich von 200 bis 600 nm tiber das
in Abbildung 43 dargestellte EISA Verfahren hergestellt. Die Carbonsaure-modifizierten
Cluster wurden fiir die Kopplung iiber eine etablierte Kopplungsmethode, die EDC/NHS
Kopplung, die Methoxy-modifizierten Cluster als Blindprobe und die Azid funktionali-

sierten Cluster fiir anschlieBende weitere Modifizierung mittels Click-Chemie, hergestellt.

In der folgenden Abbildung ist der Verlauf des EISA-Verfahrens am Beispiel zur Her-

stellung von Carbonsédure-modifizierten SPION-Clustern dargestellt.
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Abbildung 44: TEM-Bilder der Grundpartikel (A), der erzeugten Clustern nach der
ersten (B) und zweiten Emulsionspolymerisation (C) und DLS Ubersicht einer
beispielhaften Synthese von Carbonsdure-modifizierten SPION-Clustern. Die
SPION-Cluster nach magnetischer Auftrennung und erfolgreicher Funktionalisierung mit
5 % PI-b-PEO-COOH/95 % PI-b-PEO-OMe sind in Blau dargestellt. Der Z-Average
betrug 541 nm mit einem PDI von 0.08.

Aus den Grundpartikeln konnten erfolgreich kugelférmige SPION-Cluster hergestellt wer-
den. Nach der ersten Verkapselung und magnetischen Aufreinigung sind noch kleinere
Cluster und kleine Polystyrolkugeln erkennbar. Nach der zweiten Verkapselung und ma-
gnetischen Aufreinigung konnten die kleineren Cluster und Polystyrolkugeln erfolgreich
abgetrennt werden. Kleine Polystyrolkugeln entstehen, wenn die DTAB Konzentration
tiber der kritischen Mizellkonzentration (cyi, DTAB & 4.5 mg/mL) liegt, wodurch auch

Styrol in den leeren Mizellen polymerisiert.

Die Kontrolle der Scherkréfte auf die Tropfchen wiahrend das organische Losungsmit-
tel verdampft wird und die Bedingungen bei der Erzeugung der Emulsion haben einen
starken Einfluss auf die Gréenverteilung der Cluster. Durch die Herstellung der Emulsion
durch Einspritzen der organischen Losung in die wéassrige Phase auf einem Vortex Mischer
und anschliefendem Riihren ist die resultierende Emulsion relativ polydispers. Daraus re-

sultiert, dass die hergestellten Cluster eine breite Groflenverteilung besitzen. Durch die
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geringe Magnetisierung der USPIONs lassen sich die Cluster mit Hilfe eines Magneten

aufreinigen. Kleine Cluster ~ < 200 nm werden weniger stark angezogen und lassen sich

abtrennen. Dies erlaubt die schrittweise Verbesserung der Grofenverteilung der Cluster

nach jeder magnetischen Aufreinigung. Dies ist in Abbildung 45 und Tabelle 8 an dem

Beispiel von Methoxy-modifizierten Clustern gezeigt.
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Abbildung 45: DLS Verlauf nach mehreren magnetischen Auftrennungen von OMe
funktionalisierten SPION-Clustern (links) und TEM-Bild der mit Pi-b-PEO-OMe
funktionalisierten SPION-Cluster. In dem DLS Verlauf ist die Intensitétsverteilung des
Uberstands (rot) und der erhaltenen SPION-Cluster (schwarz) nach der ersten
magnetischen Auftrennung, sowie der Cluster nach der ersten (blau) und zweiten
Verkapselung (griin) dargestellt.

Tabelle 8: Verlauf des intensitatsgewichteten mittleren hydrodynamischen
Durchmessers (Z-Average) und des Polydispersionsindexes (PDI) des Uberstands nach
erster magnetischer Auftrennung nach dem EISA Verfahren und den abgetrennten
Partikeln, sowie den SPION-Clustern nach der 1. und 2. Verkapselung und jeweils einer
magnetischen Auftrennung.

Z-Average/ PDI

nm

Uberstand 115 0.375
magnetische Auftrennung 328 0.253
1. Verkapselung 428 0.239
2. Verkapselung OMe 626 0.119

Nach dem Verdampfen des Chloroforms wurden die Cluster magnetisch aufgetrennt und

kleine Cluster konnten entfernt werden (rot). Nach jeder Verkapselung wurden die Parti-
kel magnetisch aufgetrennt, wodurch der Z-Average ansteigt und der PDI deutlich sinkt.

Durch die magnetische Auftrennung ist es moglich, bei der Verwendung von SPIONs mit
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einem geringen Partikeldurchmesser und somit auch einer niedrigen Magnetisierung, Clus-
ter mit einer sehr guten Groflenverteilung zu erhalten. Werden grofiere SPIONs verwendet
ist eine magnetische Auftrennung nicht mehr maéglich, da selbst kleine Cluster (< 200 nm)

sehr stark vom Magneten innerhalb weniger Sekunden abgetrennt werden.

In Abbildung 46 sind die Intensitatsverteilung und ein TEM-Bild der Azid funktiona-
lisierten SPION-Cluster, welche anschlieBend in den Kopplungsexperimenten verwendet
wurden, dargestellt. Fiir diese Synthese von SPION-Clustern wurden Partikel mit einer

Grofie von 5 nm verwendet.

Intensitatsverteilung/ %

T T T
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Abbildung 46: Mittels DLS gemessene Intensitatsverteilung und TEM-Bild der mit
Pi-0-PEO-N3 funktionalisierten SPION-Cluster.

Im TEM-Bild sind noch kleinere SPION-Cluster erkennbar, welche in der DLS-Messung
von den groBeren Clustern iiberstreut werden. Durch die Verwendung grofierer Kernpar-
tikel (5 nm) sind die kleinen Cluster ausreichend magnetisch, sodass sie sich deutlich
schwieriger magnetisch abtrennen lassen. Aufgrund dessen ist die Groflenverteilung etwas
breiter als bei den Carbonsdure- und Methoxy-funktionalisierten Clustern. Der Vorteil
bei Verwendung groflerer Kernpartikel ist, dass sich durch die hohere Magnetisierung die

Cluster deutlich schneller magnetisch abtrennen lassen.

Um die erfolgreiche Modifizierung und die Zugénglichkeit der Azid-Gruppen zu testen,
wurden die hergestellten Cluster von Dr. Holzapfel mit einem Verhéaltnis von 1:100000
mit DBCO-CY5, einem rot fluoreszierenden Farbstoff, gekoppelt. Als Blindversuch wurde
die Kopplung an SPION-Clustern ohne PI-PEO-N3 durchgefithrt. In Abbildung 47 sind
die Fluoreszenzspektren nach der Kopplung mit dem Farbstoff Dibenzocyclooctinsaure-
Cyaninb (DBCO-CY5) gezeigt.
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Abbildung 47: Fluoreszenzspektren von Azid funktionalisierten SPION-Clustern
(grin) und unfunktionalisierten SPIONs (schwarz) nach der Kopplung mit DBCO-CY5.
Das Fluoreszenzspektrum von verdiinntem DBCO-CY5 (rot) ist als Referenz gezeigt.
Aez = 600 nm A, = 620-670 nm.

Da die Fluoreszenzintensitit der gekoppelten SPION-Cluster so gering war, wurde mit
stark geoffneten Schutzblenden (20 nm) gemessen, was zu einem starken Anstieg der In-
tensitdt < 650 nm durch Streulicht fithrte. Die Azid funktionalisierten SPION-Cluster
zeigen eine Fluoreszenz bei 662 nm, die dem DBCO-CY5 Fluoreszenzfarbstoff zugeordnet
werden kann. Die Oberflichenfunktionalisierung der Cluster mit PI-6-PEO-N3 war erfolg-
reich. In der Blindprobe ist keine Fluoreszenz sichtbar, sodass davon ausgegangen werden

kann, dass keine unspezifische Kopplung mit dem DBCO-CY5 aufgetreten ist.

5.5.2 Herstellung magnetischer Partikelaggregate durch mikroflui-
dische Tropfenherstellung

Ein Teil der Arbeiten wurde in Zusammenarbeit mit Lisa Onyema im Rahmen Threr
unveroffentlichten Bachelorarbeit durchgefithrt. Durch magnetische Auftrennung kénnen
die aus dem EISA-Verfahren hergestellten SPION-Cluster gut aufgetrennt werden. Durch
die magnetische Auftrennung geht aber ein grofier Teil verloren. Bei der Verwendung
groBerer SPIONSs ist die magnetische Auftrennung deutlich erschwert und es werden oft
Cluster mit einer breiteren Groflenverteilung erhalten. Um das EISA-Verfahren zu opti-
mieren und eine bessere Groflenverteilung und Reproduzierbarkeit zu erreichen, wurde
der Schritt der Emulgierung optimiert. Um eine moglichst monodisperse Grofienvertei-
lung der Tropfchen in einer Emulsion zu erhalten, gibt es zwei unterschiedliche Ansétze.
Beide Ansétze versuchen die Scherkréfte, welche auf die Tropfchen wirken, zu kontrollie-

ren, um eine monodisperse Emulsion zu erhalten. Entweder werden die Scherkraifte bei
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der Bildung der Emulsion genau kontrolliert, wie zum Beispiel in einem mikrofluidischen
focussed flow droplet generator oder die Groflenverteilung einer polydispersen Emulsion
wird verbessert, indem auf alle Tropfchen gleiche Scherkréifte, wie in einer Couvette Zelle,
wirken. 116119 In einer Couvette Zelle wird die Emulsion einer gleichméBigen Scherkraft
ausgesetzt, indem die Emulsion zwischen zwei parallele Platten geleitet wird, wobei eine
Platte stationér ist und die andere bewegt wird. Die auf die Fliissigkeit wirkenden Scher-

kréfte sind hierbei iiber das gesamte Volumen gleich. 6]

In dieser Arbeit wurde ein focussed flow droplet generator verwendet, um die Dispersitét
der Emulsion zu verbessern. Hierbei flieen die wéssrige Tensidlosung und die organische
Phase durch parallel verlaufende kleine Kanéle mit Durchmessern von bis zu 200 pm,
bis sie sich an einem Punkt vereinigen. Der Kanal der organischen Phase wird hierbei
zu einer Kapillare verengt und durch die Scherkréifte der wéssrigen Tensidlosung werden
Tropfchen mit einer definierten Grofie und Frequenz von der organischen Phase abgerissen.
Durch den laminaren Fluss beider Fliissigkeiten ist dieser Prozess sehr kontrolliert und es
kénnen monodisperse Emulsionen erhalten werden. Die resultierende Tropfchen-Grofe ist
von der Viskositdt und den Flussraten beider Phasen, sowie der Grenzflichenspannung
abhangig. 1297} Die Grenzflichenspannung kann durch die Wahl des Tensids und dessen

Konzentration gesteuert werden.

In der Abbildung 48 ist ein Foto des Aufbaus zur Herstellung monodisperser Emulsio-

nen mittels focussed flow droplet generator dargestellt.
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Abbildung 48: Fotografie des Versuchsautbaus zur Herstellung monodisperser
Emulsionen mittels einem focussed flow droplet generator.

Die Flussrate beider Fliissigkeiten wird tiber zwei LineUp Flow EZ (1) von Fluigent druck-

basiert gesteuert. Durch die beiden LineUp Flow EZ wird ein Uberdruck auf zwei ver-
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schlossene Gefiafie (2), in denen die Losungen vorliegen, angelegt. Beide Phasen flielen
dann iber zwei Flussmesser (3), dem Flow Unit M von Fluigent, in einen mikrofluidi-
schen focussed flow droplet generator mit einem Durchmesser von 75 pm von Micronit
aus Glas (4). Die beiden Flussmesser messen den realen Fluss und regulieren den an-
gelegten Druck, um die Flussraten genau einzustellen. Uber eine USB-Kamera und ein
Mikroskop Objektiv (5), kann die Trépfchen Bildung im Mikrochip nachverfolgt werden.
Der benétigte Uberdruck fiir die Pumpen wird iiber eine Stickstoffgasflasche geliefert und
vor den Flussmessern sind Filter verbaut, da Staub oder ahnliche Verunreinigungen sich
im focussed flow droplet generator ablagern kénnen und das Flussverhalten stark beein-

flussen.

In der Abbildung 49 ist ein Bild der mikrofluidischen Tropfenherstellung mit einer 20
mg/mL wéssrigen DTAB-Loésung und einer Losung von SPIONs in Chloroform mit einer

Konzentration von 20 mg/mL gezeigt.

Abbildung 49: Zoom-in des focussed flow droplet generator wihrend der Erzeugung
einer Emulsion. In den dufleren Kanélen flieit eine wéssrige DTAB-Losung und in den
inneren Kanal die SPIONs in Chloroform.

Durch Variation der Flussraten lasst sich die resultierende Tropfchengrofle steuern. Bei zu
hohen Flussraten des Chloroforms oder zu niedrigen der wassrigen Phase, werden keine

Tropfchen mehr gebildet, sondern die Fliissigkeiten flieen parallel, bis der organische
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Strahl zerreifit und in Tropfchen zerféallt. Um die Tropfchengréfle genau steuern zu konnen,
muss in einem Bereich der Flussraten gearbeitet werden, in dem kontrolliert Tropfchen
an der Spitze der Kapillare gebildet werden. In Abbildung 50 sind die Ergebnisse der
Clustergrofie mit der Variation der Flussraten von 5.3 nm grolen SPIONs dargestellt.
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Abbildung 50: Z-Average bei unterschiedlichen Flussraten der organischen
Nanopartikelphase und der wéssrigen Tensidphase. Es wurden nur Cluster gezeigt mit
einem PDI < 0.3.

Durch Variation der Flussraten konnten erfolgreich Cluster mit einer Gréfle von 376-473
nm erhalten werden. Die Cluster zeigten direkt nach dem EISA-Verfahren einen guten
PDI. In Abbildung 51 sind Cluster mit einem Z-Average von 461 nm und einem PDI von
0.12 aus 5.3 nm SPIONs, welche mit einer Flussrate der organischen Phase von 10 pul/min
und der wassrigen Phase von 75 pl/min hergestellt wurden, nach einer Emulsionspolyme-
risation mit Styrol/DVB dargestellt.
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Abbildung 51: TEM-Bilder von Clustern mit einem Z-Average von 461 nm und einem
PDI von 0.12 aus 5.3 nm SPIONs mit dem focussed flow droplet generator mit
Flussraten von 75 pl/min Wasser/DTAB (20 mg/mL) und 10 pl/min
Chloroform/SPIONs (20 mg/mL) nach magnetischer Aufreinigung, sowie mittels DLS
bestimmter Intensitatsverteilung und REM-Bild.

In Abbildung 52 sind die Intensitatsverteilungen der SPION-Cluster gezeigt, wenn der

Auffangbehélter auf einen Riittler mit unterschiedlicher Starke gestellt wird. Die Flussra-

ten sind hierbei identisch.
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Abbildung 52: Intensitatsverteilungen bei gleicher Flussrate bei unterschiedlichen
Umdrehungen pro Minute auf dem Schiittler.

Die Anderung in der Intensitéit des Schiittlers, zeigt keinen grofien Einfluss auf die In-
tensitatsverteilung der SPION-Cluster. Dieses Experiment zeigt deutlich die hohe Repro-
duzierbarkeit der Clusterherstellung durch den focussed flow droplet generator. In den
unterschiedlichen Experimenten ist nur eine geringe Anderung in der Gréfenverteilung
der SPION-Cluster erkennbar.

Mittels des focussed flow droplet generator konnten SPION-Cluster mit geringen PDI
< 0.2 und hoher Reproduzierbarkeit erhalten werden. Diese Methode zeigt ein hohes
Potential die Reproduzierbarkeit und Groflenkontrolle der tiber den EISA-Prozess erhal-
tenen Cluster zu erhohen. Durch die ausschlielliche Verwendung eines focussed flow dro-
plet generator mit einer 75 pm Kapillare war die Groflenvarianz der erhaltenen Cluster
eingeschrankt. Die Verwendung von unterschiedlichen Kapillardurchmessern wiirde den
Groflenbereich der tiber den focussed flow droplet generator herstellbaren SPION-Cluster

deutlich vergrofiern.

5.5.3 Herstellung fluoreszenter QD-Cluster

Um die Sensitivitdt der magnetofluoreszenten Konstrukte weiter zu erhohen, wurden QD-
Dots kontrolliert agglomeriert. Dadurch wird bei einer erfolgreichen Kopplung nicht nur
ein QD-Dot sondern gleich mehrere QD-Dots in einem Agglomerat gebunden, sodass die

Fluoreszenz deutlich ansteigt.
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Fiir die Herstellung der QD-Cluster wurden giant shell Quantum Dots vom Fraunhofer
CAN zur Verfiigung gestellt. Die Entwicklung des Protokolls zur kontrollierten Agglome-
ration der QD-Cluster wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Feld und Dr. Weimer durchge-
fiihrt. Zur kontrollierten Agglomeration wurde nur ein 30-60 facher molarer Uberschuss
des PI-b-PEO mit einer Abmischung von 99 - 99.1 % PI-b-PEO-OMe und 1 - 0.1 % PI-
b-PEO-NH; verwendet. Weiterhin wurde die Gesamtflussrate auf 1.6 mL/min reduziert.
Anschliefend wurden ausgewahlte QQD-Agglomerate mit einer quer vernetzten Polysty-
rolhiille verkapselt, um die QDs vor Quenching zu schiitzen. In den QD-Agglomeraten,
welche nicht mittels einer Emulsionspolymerisation mit einer quer vernetzten Polystyrol-
hiille eingekapselt wurden, wurde der Polyisoprenanteil in dem PI-6-PEO Blockcopolymer
mit Azo-bis-(isobutylonitril) (AIBN) quer vernetzt. Die iiber den Interdigitalmischer her-
gestellten QD-Agglomerate zeigten haufig noch eine sehr breite Groflenverteilung. Um
bessere Proben fiir die Kopplungsexperimente zu erzeugen, wurden die QD-Agglomerate
iiber Zentrifugation groflenselektiv geféllt. In der folgenden Abbildung sind die unter-
schiedlichen Fraktionen, welche iiber die Zentrifugation erhalten werden konnten, darge-
stellt. Die Zentrifugationsschritte wurden jeweils fiir 5 min durchgefiihrt. In Abbildung

53 ist dieser Prozess exemplarisch dargestellt.
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Abbildung 53: Mittels DLS bestimmte Volumenverteilung der durch Zentrifugation
auf gereinigten QD-Agglomerate und TEM Ubersichtsbild der Fraktion bei 9000 g.

Durch die schrittweise Auftrennung der QD-Agglomerate mittels Zentrifugation konnte die
GroBenverteilung deutlich verbessert werden. Auffallend ist, dass nach den unterschied-
lichen Zentrifugationsschritten noch sehr groie Agglomerate verbleiben. Eventuell waren
die Zentrifugationsschritte hier zu kurz oder ein Teil der QD-Cluster lasst sich nicht mehr

in Losung aufnehmen.

Da die iiber den Interdigitalmischer hergestellten QD-Agglomerate Probleme in der Lang-
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zeitstabilitat besalen und die Gréfenverteilung noch sehr breit war, wurden Versuche zur
kontrollierten Agglomeration mit einem split and combine Mischer zur Optimierung durch-
gefithrt. Hierbei wurde die Flussrate zwischen 2 bis 4 mL/min variiert und die Auftren-
nung durch Zentrifugation wurde bei niedrigeren g Kréften fiir lingere Zeit durchgefiihrt,
um Destabilisierung durch die Zentrifugation zu verhindern. Zur Auftrennung wurden die
QD-Agglomerate fiir 1 h bei 2000 g zentrifugiert, um grofie Agglomerate zu entfernen und
anschliefend fiir 1 h bei 5000 g um die QD-Agglomerate zu erhalten und freies Polymer
abzutrennen. In der folgenden Abbildung ist die kontrollierte Agglomeration tber den split

and combine Mischer, sowie TEM-Beispielbilder der erhaltenen QD-Agglomerate mit und

ohne Polystyrolhiille dargestellt.
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Abbildung 54: Foto der Herstellung der QD-Cluster mittels split and combine Mischer
(A) und TEM Beispielbilder der erhaltenen QD Cluster ohne (B) und mit (C) quer
vernetzter Polystyrolhiille.

In Tabelle 9 ist der Z-Average und der PDI nach der Herstellung und zwei Wochen spéater

dargestellt, um die Stabilitit iiber einen langeren Zeitraum darzustellen.
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Tabelle 9: Verlauf des intensitatsgewichteten mittleren hydrodynamischen
Durchmessers (Z-Average) und des Polydispersionsindexes (PDI) der mittels des split
and combine Mischers hergestellten QD-Cluster nach Aufreinigung und 2 Wochen
spater, um die Langzeitstabilitit zu priifen.

Flussrate/ Z-Average/ PDI Z-Average/ PDI
ml/min nm nm

Mit Polystyrolhiille Nach 2 Wochen

4 93.9 0.09 558 0.61
3 99.1 0.08 96.1 0.10
2 129 0.22 115 0.19
Ohne Polystyrolhiille Nach 2 Wochen

4 105 0.09 157 0.11
3 82.4 0.05 115 0.23
2 121 0.10 102 0.10

Die tiber den split and combine Mischer hergestellten QD-Cluster zeigten eine gute Lang-
zeitstabilitét, bis auf den Ansatz mit einer Flussrate von 4 mL/min mit Polystyrolhiille.
Die Grolenverteilung der iiber den split and combine Mischer hergestellten QD-Cluster
zeigte auch deutliche Verbesserungen gegeniiber den ersten Versuchen zur Herstellung
der QD-Cluster mit dem Interdigitalmischer. Beide Verfahren fiir die kontrollierte Ag-
glomeration wurden anschlieBend am Fraunhofer CAN weiter optimiert, um weitere QD-
Agglomerate fiir Kopplungsexperimente herzustellen und die Gréfle genau einstellen zu

konnen.

5.5.4 Kopplung der magnetischen und fluoreszenten Partikelag-

gregate

In einer ersten Machbarkeitsstudie des MANKIND Projektes wurden magnetofluoreszente
Konstrukte tiber eine EDC/NHS Kopplung hergestellt. In Abbildung 55 ist die EDC/NHS
Kopplung von SPION und QD Clustern schematisch dargestellt.



100 KAPITEL 5. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

o o

\S///o'
N\ o
\/\/\
He N
/N cl HO/
o]

— >
0.1 M MES, rt 0.1 M MES, rt, 30 min

1. Magnetische Auftrennung ‘/

2.0.1 MPBS, rt, 4h

L

Abbildung 55: Schematischer Reaktionsverlauf der Kopplung von
Carbonséure-funktionalisierten SPION-Clustern und Amino-funktionalisierten QD
Clustern mittels EDC/NHS Kopplung.

Im ersten Reaktionsschritt wird die Carbonsédure der funktionalisierten SPION-Cluster
mit EDC (1-Ethyl-3-[3-dimethyl-aminopropyl]-carbodiimid) in leicht basischem MES (2-
[morpholino]ethansulfonséure)-Puffer aktiviert wodurch ein reaktives Zwischenprodukt
entsteht. Durch die Zugabe von Sulfo-NHS (N-hydroxysulfosuccinimid) wird ein stabi-
les Zwischenprodukt erhalten. AnschlieBend werden die SPION-Cluster magnetisch ab-
getrennt und in einer Phosphat gepufferten Losung aufgenommen. Darauthin werden die
Amino-funktionalisierten QD-Cluster im Uberschuss hinzugegeben und es bildet sich ei-
ne Amid-Bindung zwischen den SPION- und QD-Clustern aus. Die ungekoppelten QD-
Cluster werden durch magnetische Auftrennung entfernt. In Abbildung 56 sind die Uber-
stdnde nach den magnetischen Auftrennungen und die Auftrennung am Magneten darge-
stellt.
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1. Auftrennung SPION-QD

Abbildung 56: Fotografie der mittels EDC/NHS Kopplung hergestellten
magnetofluoreszenten Konstrukte mit den Uberstinden nach den magnetischen
Auftrennungen (A) und Abtrennung am Magneten (B).

Nach der dritten magnetischen Auftrennung zeigt der Uberstand keine sichtbare Fluores-
zenz mehr. Die SPION Losung zeigt nach der magnetischen Auftrennung noch eine mit
bloem Auge erkennbare Fluoreszenz. Die iiber die EDC/NHS gekoppelten magnetofluo-
reszenten Cluster wurden anschlieBend mittels TEM und Konfokalmikroskop untersucht.

Die Konfokalmikroskopmessungen wurden von Dr. Christian Strelow durchgefiihrt.

el

Abbildung 57: TEM-Bilder der Kopplung von Carbonsaure-funktionalisierten
Eisenoxidnanoclustern mit Amino-modifizierten Quantum dot Nanoclustern durch

EDC/NHS Kopplung.
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Abbildung 58: Uberlagerung der Mikroskopaufnahmen und der Fluoreszenzbilder im
Konfokalmikroskop der EDC/NHS gekoppelten SPION-QD Cluster von zwei
unterschiedlichen Probenbereichen.

Die TEM-Bilder zeigen, dass die Oberfliche der SPIONs nahezu vollstandig mit QD-
Clustern bedeckt ist. Die Herstellung von magnetofluoreszenten Konstrukten durch die
EDC/NHS Kopplung war somit erfolgreich. In dem Konfokalmikroskop sollten nur die
SPION-Cluster als schwarze Punkte zu erkennen sein, da die Auflésung nicht hoch genug
ist um die QD-Cluster aufzulésen. In fast allen Punkten, in denen Fluoreszenz gemessen
wurde, sind auch SPION-Cluster sichtbar. Das zeigt, dass die Auftrennung mittels Magne-
ten erfolgreich war und nur wenige freie QQD-Cluster vorhanden sind. Um zu tiberpriifen,
ob einzelne magnetofluoreszente Konstrukte im Fluss nachweisbar sind, wurden sie in
einem Flussaufbau von Dr. Irene Fernandez-Cuesta vom Institut fiir Nanostruktur- und
Festkorperphysik der Universitdt Hamburg untersucht. Die Ergebnisse der Messungen an
durch EDC/NHS Kopplung erhaltenen magnetofluoreszenten Konstrukten von Dr. Feld
und Dr. Weimer sind in Abbildung 59 dargestellt, da die Untersuchung nur an einer Probe

reprasentativ durchgefiithrt wurde.
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Abbildung 59: Foto der magnetofluoreszenten Konstrukte im Fluss (A) und
Fluoreszenz Messung wahrend des Durchflusses.

Die Ergebnisse der Untersuchungen im Fluss sind sehr positiv zu bewerten. Die magne-
tofluoreszenten Konstrukte zeigen eine starke Fluoreszenz, welche sich signifikant von dem
Signal Untergrund unterscheiden lassen. In diesem Experiment wurden die Fluoreszenz
Filter und der Detektionsbereich noch nicht auf die verwendeten QD-Cluster angepasst,
sodass sich das Signal durch Anpassung des Experimentes an die Emission der QD-Cluster
deutlich erhohen wiirde. Durch dieses Experiment konnte gezeigt werden, dass sich die

magnetofluoreszenten Konstrukte einzeln im Fluss nachweisen lassen.

Auch schon ohne EDC/NHS Kopplung zeigen die Amino-funktionalisierten QD-Cluster
eine Affinitat zu den Carbonséure-funktionalisierten SPION-Clustern. Um zu tiberpriifen,
ob diese Affinitdt nur durch elektrostatische Wechselwirkungen der Cluster untereinan-
der auftritt, wurde ein Blindexperiment mit Methoxy-funktionalisierten SPION-Clustern

durchgefiihrt. Die Ergebnisse des Blindexperimentes sind in Abbildung 60 dargestellt.

(=000 ]

4. Auftrennung 3. 2. 1. SPION-QD

Abbildung 60: Fraktionen der magnetischen Auftrennung im Blindexperiment und
TEM-Bild der Methoxy-funktionalisierten SPIONs nach dem Blindexperiment.
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Ahnlich wie in dem EDC/NHS Kopplungs Experiment zeigt die abgetrennte Lésung nach
drei magnetischen Auftrennungen keine sichtbare Fluoreszenz mehr. Die SPION-Cluster
(Abbildung 60 rechts) zeigen keine sichtbare Fluoreszenz unter UV-Licht nach drei magne-
tischen Auftrennungen. In den TEM-Bildern der mit Methoxy-funktionalisierten SPTION-
Cluster sind nur sehr vereinzelt noch QD-Cluster zu erkennen. Es ist somit davon auszuge-
hen, dass die vorige Affinitat der SPION-Cluster zu den QD-Clustern auf elektrostatische

Wechselwirkungen zurtickzufiihren ist.

In diesem Modellversuch konnte die Herstellung von magnetofluoreszenten Konstrukten
gezeigt werden. Sie zeigten keine unspezifischen Wechselwirkungen zwischen unmodifizier-
ten Clustern und lielen sich einzeln mit einer hohen Signalstarke in einem Flussexperiment

nachweisen.

Die magnetofluoreszenten Konstrukte zeigten ein hohes Potential, Antigene mit einer
sehr hohen Sensitivitdt nachzuweisen. Der néchste Schritt ist der Nachweis von Antige-
nen. Hierfiir werden die SPION- und QD-Cluster mit Antikorpern modifiziert und sollen
tiber ein Antigen gekoppelt werden. Die EDC/NHS Kopplung ist eine unspezifische Kopp-
lungsreaktion und fithrt zu der Kopplung an eine beliebige Amino-Funktion an einen
Antikorper. Um zu vermeiden, dass durch die Kopplung die Funktion des Antikoérpers
eingeschréankt ist, wurden Azid modifizierte SPION- und QD-Cluster verwendet um eine
Kopplung mittels Alkin-Azid Click-Chemie zu erméglichen. Dies ermoglicht die selektive
Kopplung in die F¢ Region des Antikérpers. Die Antikérper Modifizierung der magneti-
schen und fluoreszenten Agglomerate, sowie die folgenden Kopplungsexperimente wurden
am Fraunhofer Zentrum fiir angewandte Nanotechnologie von Dr. Holzapfel durchgefiihrt.
Die Ergebnisse dieser Kopplungen werden hier kurz dargestellt, um das Potential der in
dieser Arbeit erzeugten SPION- und QD-Cluster fiir die Detektion von Antigenen zu
zeigen. Die in den folgenden Kopplungsexperimenten verwendeten SPION-Cluster sind
hierbei die in dieser Arbeit hergestellten Azid funktionalisierten SPION-Cluster.

Als ersten Vorversuch wurden die QD- und SPION-Cluster tiber Antikérper-Antikérper
Wechselwirkungen direkt miteinander ohne ein Antigen gekoppelt. Hierfiir wurden die
SPION- und QD-Cluster mit jeweils 5 % Azid Funktionalisierung tiber 16 h bei Raum-
temperatur mit DBCO-IgG inkubiert und anschliefend auf gereinigt. Die SPION-Cluster
wurden mit den priméren und die QD-Cluster mit den sekundéren IgG Antikérper funktio-
nalisiert. Die so mit IgG funktionalisierten SPION und QD-Cluster wurden anschlieBend
fir 16 h bei Raumtemperatur miteinander gekoppelt. Nach magnetischer Auftrennung
wurde durch Fluoreszenzspektroskopie untersucht, ob sich magnetofluoreszente Konstruk-

te gebildet haben. Als Blindversuch wurden die Cluster mit nur IgG inkubiert, um un-
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spezifische Kopplung des IgG auf die Cluster auszuschliefen. Das Fluoreszenzspektrum

der magnetofluoreszenten Konstrukte mit dem Blindexperiment ist in Abbildung 61 dar-
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Abbildung 61: Fluoreszenzspektrum der mittels IgG gekoppelten SPION-IgG-QD
Konstrukte und des Blindversuches zum Nachweis unspezifischer Kopplung.

Die mittels IgG gekoppelten magnetofluoreszenten Konstrukte zeigten eine schwache Fluo-
reszenz und im Blindexperimentt ist keine Kopplung zwischen den SPION- und QD-
Clustern sichtbar. Die Kopplung durch Antikérper-Antikérper-Bindung konnte somit er-
folgreich gezeigt werden und das IgG zeigte keine unspezifische Bindung zu den Clustern.
Die magnetofluoreszenten Konstrukte lassen sich deutlich von der Blindprobe unterschei-
den. Die Fluoreszenz der magnetofluoreszenten Konstrukte ist aber nur sehr gering und in
TEM-Bildern konnte die Kopplung von QD-Clustern an die SPION-Cluster nur vereinzelt

beobachtet werden.

Da die Antikorper-Antikorper-Kopplung erfolgreich war, wurde ein Modellversuch durch-
gefiihrt, in dem beide Cluster mit primaren IgG Antikorper modifiziert wurden. Als An-
tigen wurde hier der sekundare IgG Antikérper verwendet. In diesem Experiment sollte
somit das Prinzip der Detektion von Antigenen mittels magnetofluoreszenter Konstrukte
am Beispiel der Detektion des sekundaren Antikorpers gezeigt werden. Die SPION-Cluster
wurden mit 1000 Aquivalenten des sekundéren Antikorpers fiir 16 h inkubiert und dann
magnetisch aufgetrennt, um ungebundenen Antikoérper zu entfernen. Anschliefend wurden
100 Aquivalente der mit dem priméren Antikorper modifizierten QD-Cluster fiir 2 h mit
den SPION-Clustern inkubiert. Ungebundene QD-Cluster wurden nach den 2 h durch
magnetische Auftrennung entfernt. Als Test auf unspezifische Bindungen wurden Blin-
dexperimente mit GFP als nicht bindendes Protein und ohne sekundaren Antikoérper in
Phosphat gepufferter Losung durchgefithrt. In Abbildung 62 sind die Absorptionsspektren

und Fluoreszenzspektren des Tests auf Detektion eines Antigens dargestellt.
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Abbildung 62: UV-Vis (A) und Fluoreszenzintensitats (B) Spektren der mittels IgG
gekoppelten magnetofluoreszenten Konstrukte und Tests auf unspezifische Bindung mit
GFP als nicht bindendes Protein und in PBS Puffer.

In der Blindprobe im PBS-Puffer ist eine schwache Kopplung erkennbar. Diese tritt entwe-
der durch eine geringe unspezifische Kopplung der priméren Antikérper miteinander auf
oder durch eine nicht ausreichende magnetische Auftrennung, da in dem vorigen Blindex-
periment keine unspezifische Kopplung zwischen den Antikérpern auftrat. Mit GFP als
nicht bindendem Antigen ist eine starkere Fluoreszenz erkennbar. Somit tritt eine geringe
unspezifische Kopplung auf. Die Fluoreszenzintensitét ist in den SPION-IgG-QD magne-
tofluoreszenten Konstrukten deutlich héher, aber immer noch niedrig. Das Antigen konnte
somit erfolgreich detektiert werden und unspezifische Kopplung tritt zwar auf ist aber ge-
ring genug, dass zwischen unspezifischer und spezifischer Kopplung unterschieden werden
kann. Auch in diesem Modellversuch ist die Kopplungseffizienz zwischen den SPION- und
QD-Clustern nur sehr gering. In weiterfithrenden Experimenten muss geklart werden wie
mehr Antikorper an die Oberfliche der SPION-Cluster gebunden werden kénnen, um die

Kopplungseffizienz zu steigern und somit auch die Sensitivitat.

In dem Mankind Projekt konnte erfolgreich die Detektion von Antigenen mittels Antikor-
per modifizierten SPION- und QD-Clustern gezeigt werden. Die Effizienz der Kopplung
war hierbei noch sehr gering und bedarf Optimierung. In dem Proof of concept Experi-
ment der EDC/NHS magnetofluoreszenten Konstrukte konnte das grofie Potential dieser
Partikel fiir diagnostische Anwendungen gezeigt werden. Es lieen sich viele QD-Cluster
an den SPION-Clustern durch eine EDC/NHS Kopplung immobilisieren. Dies erlaubte die
Einzeldetektion der Konstrukte im Fluss in einem noch nicht auf die Emission der QDs
optimierten Versuchsaufbau. Es konnte gezeigt werden, dass unspezifische Wechselwir-
kungen der Amin funktionalisierten QD-Cluster mit den Carbonséure-funktionalisierten

SPION-Clustern nur auf elektrostatische Wechselwirkungen zurtickzufiihren waren.
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Die Grofle der SPIONs wurde mit Hilfe des Programmes ImageJ aus den Transmissions-
elektronenmiskroskopiebildern (TEM-Bildern) bestimmt, indem mindestens 200 Partikel
ausgezahlt wurden. Alle Synthesen wurden unter einer Stickstoffschutzgasathmosphére
durchgefiihrt um Nebenreaktionen, wie die Oxidation des Eisen(II)-Precursors zu ver-

meiden. Alle Chemikalien wurden vor der Verwendung getrocknet.

6.1 Analytische Methoden

6.1.1 Kernresonanz Relaxometrie

Die Relaxationszeiten wurden mit einem minispec mq-60 NMR Analyzer von Bruker bei
einer magnetischen Feldstarke von 1.5 T gemessen. Fiir die Bestimmung der Relaxations-
zeiten wurden jeweils 300 pL. der in Wasser stabilisierten SPIONs in einer Verdiinnungs-
reihe mit 5 Proben untersucht. Vor der Messung wurde das Gerit mit einer Wasserrefe-

renzprobe kalibriert.

Die T;-Relaxationszeit wurde iiber eine Inversion-Recovery-Sequenz mit 20 nicht aquidi-
stanten Verzogerungszeiten zwischen dem Inversionspuls und Detektionspuls bestimmt.
Die First Pulse Seperation wurde hierfiir zwischen 5 - 90 ms und die Final Pulse Sepera-
tion zwischen 40 - 7200 ms variiert. Die Zeit der Final Pulse Seperation betrug bei allen

Messungen das 80-fache der First Pulse Seperation.

Die Ty-Relaxationszeit wurde mit einer CARR-PURCELL-MEIBOOM-GILL Spin Echo Se-
quenz bestimmt. Hierbei wurden 200 dquidistante Datenpunkte als Vielfache der Echozeit
Tg. Die Zeit zwischen dem 90°-Anregungspuls und dem ersten 180°-Refokussierungspuls

T wurde variiert, sodass der exponentielle Abfall erst nach ~ 100 Datenpunkten auftrat.
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6.1.2 Dynamische Lichtstreuung

Die Bestimmung des hydrodynamischen Durchmessers erfolge an einem Malvern Zetasizer
NANO ZS Zen 3600 bei einer Wellenlénge von 633 nm. Wéssrige Nanopartikeldispersio-
nen wurden in Polymethylmethacrylat (PMMA)-Einmalkiivetten vermessen und organi-
sche Nanopartikeldispersionen in Quarzglas Kiivetten. Die Auswertung erfolgte mit der

Dispersion Technology Software (DTS) der Firma Malvern Instruments.

6.1.3 Transmissionselektronenmikroskopie

Die TEM-Aufnahmen wurden mithilfe eines JEM-1011 der Firma Jeol bei einer Be-
schleunigungsspannung von 100 kV erstellt. Zur Probenvorbereitung wurde ein Tropfen
einer stark verdiinnten Nanopartikellosung auf einen mit Kohlenstoff beschichteten TEM-

Probentréiger aus Kupfer mit 400 Maschen gegeben.

6.1.4 Infrarotspektroskopie

Fiir die Infrarotspektroskopie wurde die Probe mit getrocknetem KBr-Pulver vermischt
und zu einem Pressling gepresst. Der Pressling wurde in einem Invenio R FTIR-Spektrometer

der Firma Bruker vermessen.

6.1.5 Elementaranalyse

Zur Bestimmung der Eisenkonzentration von wassrigen Eisenoxidnanopartikeldispersio-
nen wurden die Nanopartikel unter Zugabe von konzentrierter Salpetersdure bei 60 °C
fir 2 h aufgeschlossen. Anschliefend wurde die Eisenkonzentration mittels Flammenab-
sorptionsspektroskopie (F-AAS) an einem Solar S Series von der Firma Thermo Fisher

Scientific bestimmt.

6.1.6 Magnetometer mit vibrierender Probe

Die Bestimmung der Magnetisierungskurven der SPIONs erfolgte an einem EZ-9 von
MicroSense. Fiir die Messung wurden 67 pL der aufkonzentrierten wassrigen SPION Lo-
sung in ein verschliebares Polyetherimid (ULTEM) Gefafl gefiillt. Dabei wurde auf die
Vermeidung von Luftblasen geachtet. Die Probe wurde anschlieSfend mit doppelseitigem
Klebeband und Teflonband an dem Quarz Probentriger befestigt. Die Magnetisierung der

Probe wurde dann von einer Feldstarke von -2.5 bis 2.5 T in 100 mT Schritten zwischen
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-2.5 bis -0.25 T und in 10 mT Schritten im nichtlinearen Bereich von -0.25 bis 0.25 T
gemessen. Hierbei wurde die Hin und Riickkurve aufgenommen. Nach der Messung wurde
eine Messung von 67 pL. Wasser im ULTEM Gefafl von der Messung abgezogen, um den

Diamagnetismus des Wassers abzuziehen.

6.1.7 Magnetische Partikel Spektrometer

Das verwendete MPS wurde von der Gruppe Knopp vom Universitatsklinikum Hamburg-
Eppendorf gebaut und zur Verfiigung gestellt. Es wird mit einem oszillierenden Magnetfeld
mit einer Amplitude 20 mT /g bei einer Frequenz 25.699 kHz gemessen. Das empfangene
Signal zur Bestimmung der harmonischen Schwingungen wird bis ~ 2 MHz aufgenommen.
Fir die Messung werden 40 nl. wassrige SPION Losung mit einer Konzentration von

15 mmol Fe/L in einem 200 pL. Eppendorf Tube vermessen.

6.1.8 Pulver-Rontgendiffraktometrie

Die Pulver-Rontgendiffraktometrie wurde an einem Philips X'Pert-Diffraktometer mit
BRAGG- BRENTANO-Geometrie gemessen. Dabei wurde Kupfer-K,-Strahlung (A=0.154
nm) verwendet. Zur Probenvorbereitung wurden einige Tropen einer konzentrierten Na-

nopartikellosung auf einen Silizium-Trager aufgetragen.

6.2 Synthetische Methoden

6.3 Chemikalien

Mit Methoxy, Azid und Amin funktionalisierte PI-0-PEG Blockcopolymere und das Poly-
maleinsaure-alt-dodecan wurden vom Fraunhofer Zentrum fiir angewandte Nanotechnolo-
gie CAN zur Verfiigung gestellt. Alle in der Reaktion verwendeten Chemikalien wurden vor
Benutzung fiir mindestens zwei Stunden entgast. Alle fiir die Synthese verwendeten Che-
mikalien wurden wasserfrei verwendet, um die Wasserkonzentration in der Reaktion genau
zu kontrollieren. Alle zur Fallung verwendeten Losungsmittel wurden von verschiedenen
Herstellern (Sigma Aldrich, VWR, Griissing) bezogen und entsprachen dem analytischen
Reinheitsgrad (p.a.). TWEENSO , Dodecyltrimethylammoniumbromid (97 %), Olsaure
(90 %), Eisen(II)-chlorid (wasserfrei, 98 %), EDC (100 %), Sulfo-NHS (100 %) wurden
iiber Sigma Aldrich bezogen. Divinylbenzol (Isomerengemisch), Salpetersédure (p.a., rau-
chend) und Styrol (99 %) wurden von Merck erhalten. Salzsaure (p.a., 37 %) wurde iiber
VWR bezogen. Diethylenglykol (99 %), Eisen(III)-chlorid (wasserfrei, 98 %) wurden von
Griussing bezogen. Polyethyleneglykolmethyletherphosphate (PEG-Phosphat, 99 % funk-



110 KAPITEL 6. EXPERIMENTELLER TEIL

tionalisiert) wurde von creative Pegworks bezogen. Divinylbenzol und Styrol wurden bei

60 °C durch Anlegen eines Unterdrucks destilliert und bis zur Nutzung bei -20 °C gelagert.

6.4 Synthese der SPIONSs

Die in dieser Arbeit hergestellten SPIONs wurden tiber eine Batch-Synthese und eine
Flusssynthese hergestellt. Alle Synthesen wurden unter einer Stickstoffschutzgasathmo-
sphére durchgefiihrt, um eine Oxidation des Eisen(II)precursors zu verhindern und was-

serfrei arbeiten zu konnen.

6.4.1 Batch-Synthese

Nach GOLOVERDA et al.l’) wurden SPIONSs iiber eine Hochtemperatur Hydrolyse von
Diethylenglykolalkoxidkomplexen in Diethylenglykol tiber eine hot injection Synthese durch-
gefiihrt. Die Reaktion folgt folgender Reaktionsgleichung.

2 Nay[Fe(DEG)Cl3] + Nag[Fe(DEG)Cly] + 2 HyO 4+ 2 NaOH — Fe304 + HyDEG + 8 NaCl
(6.1)
Zuerst wurden 0.298 g (13 mmol) Natrium in Form von flachen Plattchen in 10 mL Diethy-
lenglykol tiber Nacht gelost. Anschlieend wurden 470 mg (2.90 mmol) Eisen(III)chlorid
und 190 mg (1.50 mmol) Eisen(II)chlorid in 50 mL Diethylenglykol gelost. Hierbei ver-
farbt sich die Losung orange. Beide Eduktlosungen wurden vereinigt und die Farbe andert
sich zu einem dunkelgriin. Dies ist auf die Komplexbildung des Natriumdiethylenglykolats

mit dem gelosten Eisenchlorid zuriickzufiihren.

Anschliefend wurde auf 230 °C erhitzt und unter starkem Rithren wurde 0.126 mL (7.00 mmol)
Wasser in 1 mL Diethylenglykol injiziert, um die Nukleation auszulésen. Die Losung wur-
de drei Stunden bei 230 °C gehalten. In der Abbildung 63 ist die Keimung der SPIONs
nach der Injektion von Wasser an einer verdiinnten Reaktionslosung dargestellt um den

Farbwechsel durch die Nukleation zu verdeutlichen.
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(a) Reaktionslosung vor Wasserinjektion (b) Reaktionslosung nach Wasserinjektion

Abbildung 63: Initiierung der Keimung durch Wasserinjektion bei einer stark
verdiinnten Reaktionslésung.

6.4.2 Flusssynthese

Die Eduktlosungen wurden auf dieselbe Art und mit den gleichen Mengen wie in der
Batch-Synthese vorbereitet. Der gesamte Reaktor ist aus 1/16 Zoll PEEK Rohren mit
einem Innendurchmesser von 0.03 Zoll (0.76 mm) aufgebaut. Die Eisenprecursorlosung
wurde hierbei in insgesamt 40 mL DEG gelést und das Wasser in 4 mL. Uber ein Spritzen-
pumpensystem (neMESYS von cetoni) wurden dann beide Eduktlésungen mit einer Ge-
samtflussrate von 0.5 mL/min in den split and combine Mischer (Innenvolumen 3.4 mL),
der mit einem Olbad und Heizband auf 160 °C erhitzt wurde, gepumpt. Die Flussrate
der Eisenprecursorlosung (0.4545 mL/min) betrug hierbei das 10-fache der Wasser/DEG-
Losung (0.04545 mL/min). Aufgrund der geringeren Flussrate der Wasser/DEG-Losung
wurde diese mit einer Vorlaufzeit von 7 min 53 s gestartet, damit beide Eduktlosun-
gen ungefahr zeitgleich in der Mischstruktur ankommen. Nach der Nukleation und einer
Verweilzeit von &~ 7 min im split and combine Mischer wurde die Reaktionslosung in
einen auf 180 °C geheizten Wachstumsofen mit einer Lange von 10 m (/4.5 mL Volumen,
Verweilzeit 9 min) geleitet. Die ersten 5 mL der hergestellten Nanopartikellosung wur-
den verworfen. Durch Variation der Konzentration der Precursorlosung, Temperatur des
Wachstumsofens, sowie der Flussrate konnte die erhaltene Partikelgrofle und der Durch-
satz gedndert werden. Hierbei wurde die Natriumkonzentration immer bei dem 2.9-fachen,
die Wasserkonzentration beim 1.55-fachen der Eisenprecursorkonzentration gehalten und
das Flussratenverhaltnis der beiden Eduktlosungen nicht gedndert. In der folgenden Tabel-
le ist eine Auflistung der variierten Reaktionsparameter der in dieser Arbeit diskutierten

Flusssynthesen dargestellt.
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Tabelle 10: Variierte Reaktionsparameter der in dieser Arbeit diskutierten

Flusssynthesen.
Eisenprecursorkonzentr Gesamtflussrate/ Temperatur Partikeldurchmesser/
mmol/L ml/min Wachstumsofen,/ °C nm
109 0.5 190 5.3
109 0.5 180 3.6
109 0.5 160 2.0
109 0.5 180 3.5
110 0.5 180 3.1
111 0.5 180 3.3
111 1.0 180 3.2
111 1.5 180 3.1
150 0.5 180 4.2
150 0.75 180 2.8
150 1.0 180 3.1

6.5 Verweilzeitbestimmung

2 mg Rhodamin 101 wurde in 4 mL DEG gelost. Diese Farbstofflosung wurde anschliefend
um den Faktor 1:300 verdiinnt (1.66 pg/mL), um eine fir den Detektor ausreichende
Konzentration zu erreichen. Anschlieflend wurde in der Hitze eine DEG-Losung durch
den Reaktor gepumpt und ab einem bestimmten Zeitpunkt wurde auf die FarbstofHosung
umgeschaltet. Durch einen Tech MultiSpec Desktop ETH UV-Vis Detektor am Ende des
Reaktors wurde alle 10-30 s ein Spektrum aufgenommen. Die UV-Vis Spektren wurden
mit dem Programm MultiSpec Pro II von Tech ausgewertet und die Absorption bei dem

Absorpionsmaximum von Rhodamin 101 (584 nm) bestimmt.

6.6 Aufreinigung der SPIONs

Da die SPIONS nicht in der DEG-Losung langzeitstabil sind und nach mehreren Wochen
aggregieren, wurden die Partikel entweder iiber ein Zweiphasensystem in Toluol oder
direkt mit einem geeigneten Liganden, wie PEG-Phosphat im wéssrigen Medium fiir die

Langzeitlagerung stabilisiert.
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6.6.1 Zweiphasensystem

Zu der SPION-Losung wurde nach der Reaktion 15 mL einer 20 mg/mL Oleylphosphat
in Toluol, fiir die Batch-Synthese nach der allgemeinen Vorschrift, gegeben. Das dadurch
entstandene Zweiphasensystem wurde iiber 13 h stark geriihrt, wobei die SPIONs aus der
Diethylenglykolphase nahezu vollstandig in die organische Oleylphosphat/Toluol Phase
iibergehen. In Abbildung 64 ist der Phasentransfer beispielhaft fiir eine Synthese und

einen Probenzug gezeigt.

(a) Phasentransfer im Reaktionskolben. (b) Phasentransfer von einem Probenzug.

Abbildung 64: Phasentransfer gezeigt an einem Probenzug und am Ende einer
Reaktion.

Anschliefend wurden die Partikel mit zwei Volumenéquivalenten Aceton geféllt und bei
10000 g fiir 10 min zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand entfernt und das
Pellet in Toluol wieder aufgenommen. Dieser Schritt wurde zweimal durchgefiihrt, um

iiberschiissiges Oleylphosphat zu entfernen.

6.7 Stabilisierung im wassrigen Medium

Fir die Untersuchungen der Eignung der SPIONs als T;-Kontrastmittel und MPT-Tracer
miissen die Partikel in die wassrige Phase tiberfithrt werden. Dies wurde direkt iiber
die Modifizierung der SPIONs nach der Synthese mit PEG-Phosphat oder nach dem
Zweiphasentransfer ins organische Losungsmittel mit einer in der Arbeitsgruppe Weller

entwickelten Methode der mizellaren Verkapselung hydrophober Nanopartikel erreicht.

6.7.1 PEG-Phosphat

Die SPIONs wurden direkt mit PEG-Phosphat nach der Synthese im wassrigen Medium
stabilisiert. Zu 12 mL der Reaktionslosung nach der Flusssynthese wurde 0.5 g PEG-
Phosphat in 10 mL Wasser gelost hinzugegeben. Nach 2 h Riithren, wurde die Losung mit
Amicon® Ultra-15 10 kDa Zentrifugen Filtern auf ca. 1 mL aufkonzentriert. Anschlieend
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wurde mit Wasser bis 15 mL aufgefiillt und wieder auf ca. 1 mL aufkonzentriert. Dieser
Schritt wurde vier Mal durchgefiihrt, um das DEG und tiberschiissiges PEG-Phosphat

aus der Nanopartikellosung zu entfernen.
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Abbildung 65: Strukturformel des verwendeten mPEG-Phosphats zur Stabilisierung
einzelner USPIONs im wéssrigen Medium.

6.7.2 Mizellare Verkapselung

Fir die weitere Modifizierung und Stabilisierung im wéssrigen Medium ist eine Ver-
kapselung der SPIONs wichtig. Im Folgenden sind die Verkapselungen mit Polyisopren-
b-Polyethylenoxid, Polymaleinsidure-alt-octadecen und Styrol/Divenylbenzol dargestellt.
Die mit Polyisopren-b-Polyethylenoxid verkapselten Partikel wurden mit einer Sucrose-
Gradienten Zentrifugation aufgereinigt. Das Gemisch wurde durch einen 0.2 pm PTFE-
Spritzenfilter filtriert und anschlieSfend mit Hilfe eines laminaren Interdigitalmischers mit
Spritzenpumpensystem (Mischchip) ins wéssrige Medium tiberfithrt. Zu 30 mg SPIONSs in
1 mL THF wurde 90 mg TWEEN-80 hinzugegeben. Die Losung wurde mit einem 0.2 pm
PTFE-Spritzenfilter filtriert und anschlieend mit Hilfe eines Mischchips ins wéssrige Me-
dium tiberfithrt. In Abbildung 66 ist das TWEEN-80 dargestellt, welches zur Stabilisierung

der SPIONs im wéssrigen Medium verwendet wurde.
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Abbildung 66: Verwendetes Polysorbat 80 (TWEEN 80).

Polymaleinsaure-alt-decan

Nach der Verkapselungsmethode nach PELLEGRINO wurden 11 mg SPIONs mit 200 mg
Polymaleinsaure-alt-decan in 10 mL Chloroform 30 min gertihrt. Anschliefend wurde

das Chloroform durch einen Rotationsverdampfer entfernt und die Partikel in 15 mL
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Tris-Borat-EDTA-Puffer aufgenommen. Anschlieend wurde die Losung fiir 4 h im Ultra-
schallbad behandelt.

Nach der Methode von MULVANEY wurden 22 mg SPIONs mit 100 mg Polymaleinsdureanhydrid-
alt-dodecan in 2 mL Chloroform gertiihrt. Die Losung wurde mit 50 pL. Ethanolamin in

4 ml Wasser tiberschichtet und anschliefend fiir 1 h gertihrt.
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Abbildung 67: Polymaleinsaure-alt-decan.

6.8 Herstellung magnetischer Partikelagglomerate

2 mL einer SPION Probe in Chloroform (30 mg/mL) wurde in 2 mL einer wéssrigen
DTAB-Losung (20 mg/mL) unter starkem Mischen auf dem Vortexer injiziert, um eine
Emulsion zu erhalten. AnschlieBend wurde das Chloroform unter Rithren bei 350 U/min
iiber 1 h verdampft. Darauf folgend wurde die Losung auf ca. 10 mL mit Wasser aufgefiillt,
um die DTAB-Konzentration auf ca. 4 mg/mL zu reduzieren. Dadurch wird die DTAB-
Konzentration unter die kritische Mizellkonzentration (cyy DTAB 4.5 mg/mL) gesenkt

und die Polymerisation in freien Mizellen verhindert.

6.8.1 Erste Emulsionspolymerisation

Fir die erste Emulsionspolymerisation wurde die Losung fiir 20 min unter Vakuum ent-
gast und wahrenddessen wurde die Atmosphéire mehrmals gegen Stickstoff ausgetauscht,
um den in der Losung enthaltenen Sauerstoff zu entfernen. Im Stickstoff Gegenstrom wur-
de fiir die erste Emulsionspolymerisation jeweils 100 pL. Styrol und Divinylbenzol, sowie
~1 mg VA-044 als Initiator hinzugegeben. Darauthin wurde die Emulsionspolymerisation
bei 67 °C fiir 8 h unter Rithren mit einem Glasriihrstab durchgefiihrt. Nach dem ersten
Polymerisationsschritt werden die magnetischen Partikelagglomerate zweimal mit einem
1.5 T Neodym Magneten abgetrennt und wieder in Wasser aufgenommen, um Nebenpro-

dukte zu entfernen und eine erste Abtrennung kleiner Partikelagglomerate zu erreichen.
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Abbildung 68: Strukturformel der Monomere Styrol und Divinylbenzol.

Abbildung 69: Verwendeter UV-Initiator VA-044
(2,2'-Azobis[2-(2-imadozolin-2-yl)-propan]dihydrochlorid.

6.8.2 Zweite Emulsionspolymerisation

Das verwendete PI-0-PEO-N3 und PI-6-PEO-OMe besa$ eine molare Masse von 18000 g/mol
und das PI--PEO-COOH und PI-6-PEO-NH; eine molare Masse von 13000 g/mol. Nach
einer weiteren magnetischen Abtrennung werden die magnetischen Partikelagglomerate in
20 mL einer 1 mg/mL PI-0-PEO-N3/PI-6-PEO-OMe 1:1 aufgenommen. Daraufhin wurde
die Losung fir 2 h geschiittelt, um die Cluster mit dem PI-5-PEO-N3/PI-0-PEO-OMe zu
umbhiillen. Anschliefend wurden die Cluster wieder von der Losung magnetisch abgetrennt
und in 20 mL einer 0.02 mg/mL PI-0-PEO-N3 /PI-5-PEO-OMe 1:1 Losung aufgenommen.
In einer zweiten Emulsionspolymerisation mit jeweils 15 pL. Styrol und Divinylbenzol,
sowie 0.5 mg VA-044 bei 67 °C fir 8 h wird das PI-6-PEO-N;/PI-6-PEO-OMe an der

Oberflache befestigt.
\ ﬂ\ /k\/ O}\/\
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Abbildung 70: Verwendetes Blockcopolymer aus Polyisopren und Polyethylenoxid.

a



6.9. HERSTELLUNG FLUORESZIERENDER PARTIKELAGGLOMERATE 117

6.8.3 Emulgierung mittels focussed flow droplet generator

Um eine hohere Kontrolle der Scherkrafte bei der Emulgierung und somit eine erhohte
Kontrolle tiber die Groflenverteilung und Reproduzierbarkeit der iiber das EISA-Verfahren
erhaltenen SPION-Cluster zu erhalten, wurde dieser Schritt mit einem focussed flow dro-
plet generator von Micronit durchgefiihrt. Die Flussrate der Fluigent Flow Ez Pumpen
wurde tber die Software OxyGen gesteuert.

Die Flussraten wurden so kontrolliert, dass nur einzelne Tropfen von der organischen Phase
abgerissen wurden und kein jetting auftrat. Die beste Groflenverteilung der SPION-Cluster
wurde bei einer Flussrate der SPION-Losung in Chloroform (20 mg/mL) mit 20 pL/min
und die der wéssrigen DTAB-Losung (20 mg/mL) mit 150 pLi/min erreicht. Da die Fluss-
messer auf Isopropanol geeicht sind, muss ein in dieser Arbeit experimentell bestimmten
Faktor von 0.84 angewendet werden, um die reale Flussrate der in Chloroform gelosten
SPION-Losung zu erhalten.

6.9 Herstellung fluoreszierender Partikelagglomerate

Die fluoreszierenden Partikelagglomerate wurden mit einem 30-60 fachen molarer Uber-
schuss des PI-b-PEO mit einer Abmischung von 99 - 99.1 % PI-0-PEO-OMe und 1 - 0.1
% PI-b-PEO-NH; auf die QD Menge modifiziert. Die fiir die Herstellung fluoreszierender
Partikelagglomerate verwendeten QDs wurden vom Fraunhofer Zentrum fiir angewandte
Nanowissenschaften CAN zur Verfiigung gestellt. Im Folgenden ist die allgemeine Be-
schreibung fiir die Herstellung der Amino-funktionalisierten floureszierenden QD-Cluster
aus 30 mg QD beschrieben.

Zu 30 mg QD Partikeln in 3 mL THF wurden 36 mg mit einer Abmischung von 99.1 %
PI-6-PEO-OMe und 0.1 % PI-0-PEO-NH, in 1 mL THF vermischt. AnschlieBend wurden
die QDs wie bei der mizellaren Verkapselung beschrieben in die wéassrige Phase tiber-
fithrt. Die Gesamtflussrate wurde hierbei auf 1.6 mL/min reduziert. Anschliefend wurden
die QD-Agglomerate in einer Emulsionspolymerisation mit 54 nL. Styrol und Divinylben-
zol bei 67 °C fiir 8 h verkapselt. Anschliefend werden die QD Cluster iiber sequentielle
Zentrifugation von 3000 g bis 15000 g fiir 5 min fraktioniert.
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6.10 Kopplungsexperimente der magnetofluoreszen-

ten Konstrukte

6.10.1 EDC/NHS Kopplung

Fir die EDC/NHS Kopplung wurde zu 500 pL. Carbonsaure modifizierten SPION-Cluster
250 pL einer 1.5 mg/mL EDC-Lésung und 4.5 mg/mL Sulfo-NHS, sowie 500 pL 0.1 M
MES Puffer hinzugegeben. Nach 30 min Riihren werden die magnetischen Cluster ma-
gnetisch abgetrennt und in 1 mLL PBS-Puffer aufgenommen. Anschlieend wurden 700 pL
der Amino funktionalisierten QD-Cluster zu der SPION Loésung gegeben. Nach 2 h wer-
den die magnetofluoreszenten Konstrukte so oft magnetisch abgetrennt, bis die letzten 2

Uberstinde keine sichtbare Fluoreszenz unter UV-Licht im dunklen zeigen.



Kapitel 7
Sicherheit und Entsorung

In Tabelle 11 sind die verwendeten Chemikalien mit ihren Sicherheitshinweisen darge-

stellt. [121:122]

Tabelle 11: Verwendete Substanzen und ihre Gefahren.

Substanz Gefahren-  H-Sétze P-Sétze
piktogramm
Aceton C C 225, 319, 336 210, 240, 305+ 351 + 338,
403 + 233
Chloroform 302, 315, 319, 331, 201, 273, 30143124330,
336, 351, 361d, 372, 3024352, 30443404311,
412 308+313
DBCO-CY5 : 315, 319, 335 261, 264, 271, 280, 3024352,
305+3514-338
Diethylenglykol é‘ C 302, 373 -
Diethylether C C 224, 302, 336, 210, 30143124330, 4034233
EUHO019, EUH066
Divinylbenzol Keine Einstufung nach GHS

Eisen(II)chlorid C ‘i 302, 314 280, 305 + 351 4338, 310
Eisen(IIT)chlorid C ‘i 290, 302, 315, 318 280, 305+ 351 + 338

Eisenoxid
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Tabelle 11: Verwendete Substanzen und ihre Gefahren.

Substanz Gefahren-  H-Séatze P-Sétze
piktogramm
EDC C 315,319,335 280, 264, 261, 271, 302+352,
305+351+338, 3324313,

337+313, 304+340,

Natrium O @ 260, 314 223, 231 + 232, 280,

305+ 351 + 338, 370+ 378,
422

Sulfo-NHS Keine gefahrliche Substanz oder Mischung gemaéss Richtlinie (EC) Nr. 1272/

Polyisopren-b- Keine Einstufung nach GHS

Polyethylenoxid

Polyisopren-b- Keine Einstufung nach GHS

Polyethylenoxid-Azid

Polyisopren-b- Keine Einstufung nach GHS

Polyethylenoxid-

Carbonséure

Polymaleinsaure-alt- Keine Einstufung nach GHS

decan

Salzsaure @ 290, 314, 335 234, 261, 271, 280, 30343614353,
30543514338

Styrol @@ 226, 332, 315, 319, 210, 302+ 352, 305+ 351+ 338,

361d, 372 314
XORC
Salpetersaure 272, 290, 330, 314 210, 220, 280, 303+361+353,

‘ 304+340+310, 305+351+338
Tetrahydrofuran O O 995,302, 319, 335, 351 210, 280, 301+ 312+ 330,
305+ 351 + 338, 370 + 378,
403 + 235
Toluol O 0 995, 361d, 304, 373, 210, 240, 301+ 310+ 330,
@ 315, 336 3024352,  308+313, 314,

403 +233



121

Tabelle 11: Verwendete Substanzen und ihre Gefahren.

Substanz Gefahren-  H-Séatze P-Satze

piktogramm
Tris(hydroxymethyl)aminomethan Kein gefiahrlicher Stoff nach GHS
Oleylphosphat ‘i 318
Tween 80 Kein geféhrlicher Stoff nach GHS
Wolframatophosphorsau: ‘i 314 280, 305+ 351 + 338, 310

Divinylbenzol O ‘% 315, 319, 411 264, 273, 280,  302+352,

305+4+-351+338, 3324313

Es wurden keine KMR-Stoffe der Kategorie 1 verwendet.
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Anhang

® Microreactors

Pre-heating Pre-heating Mixing Quench
Type Section Section Section Section Total
(Red) (Blue) (Green) (Fellow)
LIR 1507 4 MROQO1 0wl 0.dml 2.4ml 0.2ml 3.4ml

«<Microreactor Specifications>-

o Material Borosilicate (lass
P Internal Volume 054wl - 4.0l

o Reactor Dimensions RELESRCEEIRT
- Channel Dimensions FEEE0

s Operating Pressure Blilags

MR_1507 4_MRQ.01

Operating Temperature ESIIINE

Abbildung 71: Aufbau des split and combine Mischers von Micronit.
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1.2
—33 nm
Modell Lorentz
1.0 4 o0 ARy
Zeichnen C
¥0 002103 + 0.00437
x 35.48379 + 0.00469
w 1.22442 +0.01874
0.8 1 A 2.04563 + 0.03019
Chi-Quadr Reduziert 9.64497E4
R-Quadrat (COD) 0.98992
Kor. R-Quadrat 0.98976

Intensitat
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Abbildung 72: Lorentz Fit des XRDs der 33 nm Partikelagglomerate.
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Abbildung 73: Lorentz Fit des XRDs der 70 nm Partikelagglomerate.
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Abbildung 74: Lorentz Fit des XRDs der 76 nm Partikelagglomerate.
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Abbildung 75: Lorentz Fit des XRDs der 40 nm blumenférmigen Partikelagglomerate.

Im Folgenden ist das Datenblatt der verwendeten QDs fiir die Herstellung der QD-Cluster

angehangt.
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