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Kapitel 1

Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden superparamagnetische Eisenoxidnanopartikel (SPIONs)
über eine Hochtemperatur Hydrolyse von Eisendiethylenglykolat Komplexen für die An-
wendung als Kontrastmittel in der Magnetresonanztomographie (MRT), Tracer für die
magnetische Partikel Tomographie (MPT), sowie in einem Projekt zur Entwicklung ma-
gnetofluoreszenter Nanokonstrukte für 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.

Für die Verwendung der SPIONs als T1-Kontrastmittel in der MRT wurden SPIONs
mit einer Partikelgröße von <5 nm hergestellt. Durch die geringe Größe der Nanopartikel
nimmt die Magnetisierung stark ab, wodurch r2 so weit verringert wird, dass SPIONs als
T1-Kontrastmittel verwendet werden können. Um eine hohe Reproduzierbarkeit, hohen
Durchsatz und einen leichten Transfer auf die industrielle Produktion durch numbering
up zu ermöglichen, wurde die Synthese erfolgreich auf eine Flusssynthese überführt. Die
in dieser Arbeit entwickelte Flusssynthese ermöglicht die Synthese von SPIONs mit einer
Größe von 2-4 nm im g/h Maßstab mit sehr hoher Reproduzierbarkeit. Die SPIONs wur-
den anschließend mit Polysorbat 80, Polymaleinsäure-alt-decan und Polyethylenglykol-
Phosphat im wässrigen Medium stabilisiert, um den Einfluss der Ligandenhülle auf die
Wasser Relaxation zu untersuchen. 3 nm SPIONS mit Polyethylenglykol-Phosphat als
Ligand zeigten ein sehr hohes Potential als T1-Kontrastmittel mit r1 = 7.1 mM−1s−1,
r2 = 15.5 mM−1s−1 und einem r2/r1 von 2.18. Die besten publizierten T1 Kontrastmit-
tel auf SPION Basis besitzen ein r2/r1 Verhältnis von ≈ 2 bei 1.5 T. Somit lassen sich
mit der in dieser Arbeit entwickelten Flusssynthese und anschließender Stabilisierung mit
Polyethylenglykol-Phosphat biokompatible SPION basierte T1-Kontrastmittel mit einem
hohen Durchsatz und hoher Reproduzierbarkeit herstellen, welche ausgezeichnete Kon-
trasteigenschaften besitzen.
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2 KAPITEL 1. ZUSAMMENFASSUNG

Für die Anwendung von SPIONs im MPT als Tracer wurden in dieser Arbeit zwei Me-
thoden entwickelt, mit denen SPIONs während der Synthese kontrolliert agglomeriert
werden können. In der ersten Methode agglomerieren die SPIONs kurz nach der Nuklea-
tion durch die ausschließliche Verwendung von Eisen(II)chlorid als Eisenprecursor und
bilden blumenartige Partikelagglomerate. In der zweiten Methode werden die SPIONs
durch eine erhöhte Wasserzugabe in Lösung 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 über diese Methoden hergestellten SPION Agglomerate
zeigten eine sehr gute Größenkontrolle 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 erhältlichen 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 höheres Signal als Resovist® und zweimal höher als Perimag® bei ei-
ner harmonischen Frequenz von f/f0 = 9 . Das Signal der blumenartigen Agglomerate
fiel bei höheren Frequenzen schnell ab, sodass Perimag® ab f/f0 25 ein höheres Signal
zeigte. Das Signal der Agglomerate, die über erhöhte 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/f0 37 ein höheres Signal als Perimag® und über 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 ermöglicht die Detekti-
on einzelner magnetofluoreszenter Konstrukte, wodurch eine hohe Sensitivität erreicht
werden kann. Dies ermöglicht den Nachweis von viralen Antigenen in geringen Kon-
zentrationen ohne Polymerase-Kettenreaktion. In dieser Arbeit wurde eine Methode zur
Herstellung funktionalisierter magnetischer SPION-Agglomerate über das evaporations-
induzierte Selbstassemblierungs-Verfahren in einem Größenbereich von 200-700 nm entwi-
ckelt. Diese Agglomerate wurden anschließend durch Emulsionspolymerisation mit einer
quervernetzten Polystyrolhülle verkapselt und durch die Verwendung von Carbonsäure-,
Methoxy- und Azid-funktionalisierten PI-b-PEG für anschließende Kopplungen erfolg-
reich funktionalisiert. Durch Verwendung eines flow focussed droplet Generators konnte
die Reproduzierbarkeit und Größenverteilung der magnetischen Nanopartikelagglomerate
in einem Größenbereich von 380 bis 470 nm signifikant verbessert werden.
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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 für diagnostische Anwendungen gezeigt werden. Eine große Menge an
QD-Agglomeraten konnte an den SPION-Agglomeraten erfolgreich immobilisiert werden.
Dies ermöglichte die Einzeldetektion der magnetofluoreszenten Konstrukte im Fluss, in
einem noch nicht auf die Fluoreszenz der QDs optimierten Versuchsaufbau. In weite-
ren Experimenten konnte erfolgreich sekundäres IgG als Antigen mittels primären IgG-
funktionalisierten SPION- und QD-Agglomeraten detektiert werden. Das Signal der ma-
gnetofluoreszenten Konstrukte war um einen Faktor von 4 höher als in dem Blindex-
periment, mit einem nicht bindenden Protein. Diese vorläufigen Ergebnisse zeigen das
hohe Potential dieser Methode zur Detektion viraler Antigene, aber die Kopplungseffizi-
enz der Antikörper-funktionaliserten Agglomerate war deutlich geringer als der mittels
EDC/NHS-gekoppelten magnetofluoreszenten Konstrukte. Bevor diese Methode klinisch
getestet werden kann, muss die Kopplungseffizienz der Antiköper-funktionalisierten Ag-
glomerate deutlich erhöht 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 T1

contrast agents in MRI. Due to the small size of the nanoparticles, the magnetization
decreases greatly, reducing r2 enough that SPIONs can be used as T1 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 T1 contrast agent with r1 = 7.1 mM−1s−1, r2 = 15.5 mM−1s−1 and a r2/r1 of 2.18.
The best published T1 contrast agents based on SPION have a r2/r1 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 T1- 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
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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/f0 = 9 . The signal from the flower-like agglomerates dropped off
quickly at higher frequencies, so Perimag® showed a higher signal from f/f0 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/f0 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-
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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 Größenbereich von unter 100 nm bezeichnet.
Sie besitzen aufgrund ihrer Größe und ihrem großen Verhältnis von Oberfläche zu Vo-
lumen physikalische und chemische Eigenschaften, welche in makroskopischen Systemen
nicht zu finden sind. In diesem Größenbereich beeinflussen quantenmechanische Effekte
die Partikeleigenschaften deutlich. Eine Veränderung der Größe um nur wenige Nanome-
ter hat einen großen Einfluss auf die Materialeigenschaften. [1,2]

Eines der bekanntesten Beispiele für auftretende Phänomenen in Nanomaterialien ist der
Größenquantisierungseffekt, welcher bei nanoskaligen Halbleitermaterialien auftritt und
die optischen Eigenschaften dieser Materialien bestimmt. [2] Da die Eigenschaften von Na-
nopartikeln von ihrer Größe abhängig sind, ist eine genaue Kontrolle der Größenverteilung
wichtig, um die gewünschten Eigenschaften zu erhalten. [1,3]

Nanopartikel werden heutzutage in vielen Bereichen, wie in Displays, Brennstoffzellen,
Katalysatoren und auch als Kontrastmittel in bildgebenden medizinischen Geräten ver-
wendet. [4–8] Für biomedizinische Anwendungen sind unter anderem Eisenoxidnanopartikel
aus Magnetit/Maghemit aufgrund ihrer besonderen magnetischen Eigenschaften und ih-
rer hohen Biokompatibilität von sehr hohem Interesse. [3] Bei Eisenoxidnanopartikeln mit
einer Größe von unter circa 30 nm tritt eine besondere Form des Magnetismus, der Su-
perparamagnetismus auf. [9] Partikel dieser Größe besitzen nur eine magnetische Domäne,
welche durch die thermische Energie ständig neu ausgerichtet werden kann. Dadurch besit-
zen superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONs) keine Remanenzmagnetisierung
und eine hohe Stabilität in Lösung. [9] SPIONs besitzen gegenüber anderen magnetischen
Nanopartikeln eine hohe Biokompatibilität, da sie von dem retikulohistiozytären System
aufgenommen und anschließend für den Eisenspeicher des Körpers zur Verfügung ste-
hen. [10,11]

9



10 KAPITEL 2. EINLEITUNG

Aufgrund dieser außergewöhnlichen magnetischen Eigenschaften sind SPIONs für viele
medizinische Anwendungen wie für die Magnetresonanztomographie (MRT), den Wirk-
stofftransport, der magnetische Hyperthermie und Zellaufreinigung von hohem Interes-
se. [12–14] Um geeignete Partikel zu synthetisieren, wurde eine Vielzahl an unterschiedli-
chen Synthesen entwickelt, mit denen sich SPIONs unterschiedlichster Größen und auch
Formen synthetisieren lassen. [15,16] Die Größe, Form, sowie der Agglomerationsgrad der
Nanopartikel hat einen großen Einfluss auf ihre magnetischen Eigenschaften. [17–19] Für
viele Bioanwendungen, wie zum Beispiel den Wirkstofftransport, ist es vorteilhaft die Par-
tikelgröße möglichst gering zu halten, um die minimale Dosis an benötigten SPIONs und
die Belastung für den Körper zu verringern. [20] Eine Verringerung der Partikelgröße führt
aber auch zu einer Verschlechterung der magnetischen Eigenschaften, weil Oberflächen-
defekte bei kleinen SPIONs einen starken Einfluss auf ihre magnetischen Eigenschaften
haben. Der Anteil an Oberflächenatomen liegt bei einem 10 nm großen Partikel bei unge-
fähr 20 %. Bei Partikeln mit einer Größe von 2 nm steigt der Anteil der Oberflächenatome
auf 80 % aller Atome im Partikel an. [21,22]

Neben den Partikeln selbst hat die Ligandenhülle und eventuelle Verkapselungen eine
essentielle Rolle auf die Eignung für biomedizinischen Anwendungen. [23] Die Liganden
stabilisieren die Partikel im wässrigen Medium, steuern ihre Bluthalbwertszeiten, sowie
die Wassermobilität in der Nähe der Partikeloberfläche und die Bindung an Antikörper
für gezielten Wirkstofftransport. Verkapselungen von toxischen Nanopartikeln, wie zum
Beispiel CdSe Nanopartikeln, verringern ihre Toxizität deutlich, da das Cd nur schwer
freigesetzt werden kann. [17]Im Falle von Eisenoxidnanopartikeln erschwert die Verkapse-
lung die Bioabbaubarkeit und Umwandlung in für den Körper verfügbares Eisen.

Eine Unterklasse der SPIONs, die sogenannten ultrasmall superparamagnetic iron oxide
nanoparticle (USPIONs < 5 nm), sind als Ersatz für gadoliniumbasierte T1-Kontrastmittel
im MRT von sehr hohem wissenschaftlichem Interesse, da die gadoliniumbasierten Kon-
trastmittel in einigen Patienten bei wiederholter Anwendung Nebenwirkungen zeigen. [24,25]

Häufig werden die USPIONs über organische Synthesen in kleinen Reaktionsansätzen her-
gestellt. Diese haben den Nachteil, dass sie anschließend mit Hilfe von mizellarer Verkap-
selung oder einem Ligandenaustausch in Wasser stabilisiert werden müssen. Nachteilig
bei dieser Synthese ist, dass die SPIONs nach dieser Synthese aufgrund der Stabilisierung
mit organischen Liganden in Wasser unlöslich sind. [3] Um diese Partikel für biomedizini-
schen Anwendungen verwenden zu können, muss dieser Ligand gegen einen hydrophilen
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Liganden ausgetauscht werden oder die Partikel mit Hilfe von amphiphilen Tensiden oder
Polymerhüllen in Wasser stabilisiert werden. [3,20]

Für den Transfer auf die klinische Anwendung von USPIONs als T1-Kontrastmittel, muss
eine Synthese entwickelt werden, mit der sich SPIONs kostengünstig, langzeitstabil und im
großen Maßstab produzieren lassen. USPIONs neigen häufig aufgrund ihrer hohen Oberflä-
chenenergie zu Aggregation, was die Kontrasteigenschaften stark verändern kann. Doping
mit anderen Metallen kann das r2/r1-Verhältnis verringern, aber solche Nanopartikelsys-
teme sind nicht von Interesse als Alternative zu den gadoliniumbasierten Kontrastmitteln,
wenn das zur Dotierung verwendete Metall im Körper nicht abgebaut werden kann oder
toxisch ist. [26]

Aufgrund dessen ist die Entwicklung einer Synthese, mit der sich USPIONs biokompatibel,
kostengünstig, direkt in Wasser stabilisiert und langzeitstabil herstellen lassen, von hohem
wissenschaftlichem Interesse. [6]
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Kapitel 3

Theoretischer Hintergrund

3.1 Bildung von Nanopartikeln

Nanopartikel können entweder an Keimen wachsen oder aus übersättigten Lösungen nu-
kleieren. [27] Sind vor der Reaktion schon Keime in der Lösung vorhanden, an denen die
Nanopartikel wachsen, wird dies als heterogene Nukleation bezeichnet. Bei der Nukleation
der Nanopartikel in Abwesenheit von Keimen und anschließendem Wachstum wird dies
als homogene Nukleation bezeichnet. [28]

LaMer beschrieb 1950 die schlagartige Bildung von Schwefelkeimen aus einer übersät-
tigten Thiosulfatlösung und dem anschließenden Wachstum dieser Keime. [29] Diese theo-
retische Betrachtung der schlagartigen Keimbildung mit anschließendem Wachstum, das
LaMer Modell, wird auch noch heute für die Beschreibung der Nukleation und Wachs-
tum von Nanopartikeln verwendet. Das LaMer Modell für 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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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Konzentration des Monomers vor und
nach der Nukleation als Funktion der Zeit nach LaMer et al. [29]

Das LaMer-Diagramm ist in drei Phasen unterteilt, die Monomeranreicherungsphase (I),
die Nukleationsphase (II) und die Wachstumsphase (III). In der Monomeranreicherungs-
phase (I) steigt die Monomerkonzentration an, durchläuft dabei die Sättigungskonzentra-
tion cS und erreicht anschließend die Nukleationskonzentration cN . Bei der Sättigungs-
konzentration können noch keine Partikel gebildet werden, da erst eine Energiebarriere
überwunden werden muss, welche daraus resultiert, dass das System spontan von einer
homogenen in eine heterogene Phase übergehen muss. [30] Dies führt dazu, dass die Lösung
erst übersättigt und die Keimbildung erst nach Erreichen der Nukleationskonzentration
einsetzt. In der Nukleationsphase (II) bilden sich Keime, die Monomerkonzentration sinkt
unter die kritische Nukleationskonzentration. Anschließend beginnt die Wachstumsphase
(III), in der die Übersättigung durch das Wachstum der Keime unter Verbrauch von Mo-
nomer bis zur Sättigungskonzentration abgebaut wird. [29]

Die Energiebarriere zwischen dem Erreichen der Sättigungskonzentration und der Bildung
der ersten in Lösung stabilen Keime erklärt sich thermodynamisch aus der Konkurrenz
der Oberflächenenergie und der Differenz der freien Enthalpie zwischen einem Monomer
in Lösung zu dem Einheitsvolumen des Kristalls. Die Änderung der Gibbs-Energie ∆G

bei der Bildung eines sphärischen Kristalls mit dem Radius r in einer Lösung wird durch
Gleichung 3.1 beschrieben. [30]

∆G = 4πr2γ + 4
3πr3∆Gv (3.1)

In Gleichung 3.1 ist hierbei γ die freie Oberflächenenthalpie und ∆Gv die Differenz der
freien Enthalpie zwischen einen Monomer in Lösung und im Kristall. [31] Die Oberflä-
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chenenthalpie ist positiv und aus Gleichung 3.2 folgt, dass ∆Gv negativ ist, solange eine
Übersättigung der Lösung S vorliegt. [30]

∆Gv = −RT lnS

Vm

(3.2)

Dabei bezeichnet Vm das Molvolumen des Kristalls, S den Übersättigungsgrad und T
die Temperatur. Für Nanopartikel gelten diese Gleichungen nur als Näherung, da die
Oberflächenenergie der Nanopartikel γ und die Enthalpie der Kristallbildung ∆Gv stark
größenabhängig sind. [32] Der kritische Radius rc beschreibt den Radius, welche ein Na-
nopartikel benötigt um sich spontan zu bilden und nicht wieder aufgrund seiner hohen
Oberflächenenthalpie aufgelöst zu werden. Der kritische Radius ist das Maximum der
Gleichung 3.1 und wird unter dem Kriterium d∆G

dr
= 0 erhalten. [30]

rc = −2γ

∆Gv

= 2γVm

RT lnS
(3.3)

Durch Einsetzen des kritischen Radius in Gleichung 3.1, wird eine Gleichung für die freie
Enthalpie der Nukleation ∆GN erhalten. [33]

∆GN = 16πγ3

3(∆Gv)2 = 16πγ3V 2
m

3(RT lnS)2 (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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Abbildung 2: Graphische Darstellung der Änderung der freien Enthalpie der
Kristallisation als Funktion des Kristallradius unter Betrachtung der Wechselwirkung

der Oberflächenenergie zu der Enthalpie der Kristallbildung nach Klabunde und
Richards. [33]

Um eine möglichst geringe Größenverteilung zu erhalten, ist es in der Nanopartikelsynthe-
se wichtig die Keimbildungsphase möglichst 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 anschließendem Partikelwachstum (rechts) gezeigt.



3.2. POLYOLSYNTHESE VON EISENOXIDNANOPARTIKELN 17

Reaktionszeit

Nukleation

Wachstum
Nukleation Wachstum

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Trennung von Nukleation und Wachstum
von Nanopartikeln und den Einfluss auf die Partikelgrößenverteilung nach Klabunde

und Richards. [28]

In dem Modell der Trennung von Nukleation und Wachstum bilden sich die Kristallisa-
tionskeime nahezu gleichzeitig und wachsen daraufhin, ohne die Bildung weiterer Keime.
Da der Keimbildungszeitraum sehr kurz ist, können die Nanopartikel parallel wachsen und
die Größenverteilung der Partikel bleibt sehr eng. Bei einer Überlappung der Nukleations-
und Wachstumsphase ist eine genaue Größenkontrolle nicht möglich, da die Partikel un-
terschiedliche Wachstumsdauern besitzen. [30]

In einer realen Synthese können nicht alle Keime gleichzeitig gebildet werden, sondern
es wird versucht die Keimbildungsphase möglichst gering zu halten. Diese Keime besitzen
durch die unterschiedlichen Wachstumsdauern leicht unterschiedliche Größen. Da kleine
Partikel schneller wachsen als Größere, kann dieser Größenunterschied teilweise ausgegli-
chen werden. [33]

3.2 Polyolsynthese von Eisenoxidnanopartikeln

Die Polyolsynthese hat sich als eine Synthesemethode herausgestellt, welche für die Syn-
these von Nanopartikeln im industriellen Maßstab gut geeignet ist. Sie basiert auf der
Reduktion von Metallsalzen zu ihren Metallen in hochsiedenden Polyolen. [34] Als Polyole
werden verschiedene Diole wie Ethylenglykol und auch deren Oligomere wie Diethylen-
glykol, Triethylenglykol bis hin zum Polyethylenglykol bezeichnet. Schon seit den frühen
90er Jahren wurden Cobalt- und Nickel- Nanopartikel von der Firma Eurotungstene groß-
technisch über eine Polyolsynthese hergestellt. [35] Seitdem hat sich die Polyol Synthese in
der Industrie für die Synthese von Gold-, Kupfer- und Nickel-Nanopartikeln etabliert. Die
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Polyolsynthese besitzt einige Vorteile gegenüber anderen wässrigen Synthesemethoden.
Durch den hohen Siedepunkt der Polyole ist es möglich Synthesen bei Temperaturen über
200 ℃ durchzuführen, um kristalline Partikel zu erhalten. Die Polyole sind in der Lage die
Metallvorläuferverbindungen zu koordinieren und die Nanopartikeloberfläche zu stabili-
sieren, wodurch die Koaleszenz reduziert wird. Die hohe Viskosität bevorzugt einen dif-
fusionskontrollierten Prozess, wodurch das Partikelwachstum gesteuert werden kann. [34,36]

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 Lösung eines Polyols zu den Eisenoxiden hydroly-
siert werden. Hierbei bildet sich zuerst ein Eisendiethylenglykolat Komplex aus, welcher
anschließend hydrolysiert wird. [34] Für Eisen(II) mit Diethylenglykol wurde ein hetero-
cubanartiger Komplex als Zwischenprodukt mittels Einkristallröntgendiffraktion identi-
fiziert. [37] Als Eisen(II) Komplex wurde FeII

4 Cl4(HDEG)4 identifiziert. Hierbei sind die
Ecken der würfelförmigen Grundstruktur alternierend von einem Eisenatom und einem
endständigen Sauerstoffatom des einfach deprotonierten Diethylenglykols besetzt. Die an-
deren beiden Koordinationsstellen des Diethylenglykols chelatisieren die Metallatome au-
ßerhalb des Würfelgerüstes. Weiterhin ist jedes Eisenatom noch durch ein Chloridion
koordiniert und somit ist jedes Eisenatom verzerrt oktaedrisch von fünf 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 zurückzu-
führen. [28] Der Kernmagnetismus ist für die Beschreibung magnetischer Effekte meistens
vernachlässigbar, da das magnetische Moment eines Elektrons circa 658-mal so groß ist
wie das magnetische Moment eines Protons. [38,39]

Bei der Betrachtung magnetischer Effekte wird zwischen zwei Strömen unterschieden.
Hierbei handelt es sich um die freien Ströme, welche aus stromdurchflossenen Spulen re-
sultieren und frei regulierbar sind und die Äquivalentströme, welche auf den Bahndrehim-
puls und den Spin der Elektronen zurückzuführen sind. Die freien Ströme werden durch
die magnetische Feldstärke H⃗ beschrieben und die Äquivalentströme durch die Magneti-
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sierung M⃗ . Die Überlagerung dieser beiden Größen wird in der magnetischen Flussdichte
B⃗ zusammengefasst. [38]

B⃗ = µ0(H⃗ + M⃗) (3.5)

Hierbei ist in Gleichung 3.5 µ0 die Permeabilität des Vakuums. Die Permeabilität µ eines
Materials ist als der Quotient aus der magnetischen Flussdichte B⃗ und der magnetischen
Feldstärke H⃗ nach Gleichung 3.6 definiert.

µ = B⃗

H⃗
(3.6)

Wird ein Material einem äußeren magnetischen Feld ausgesetzt, kann eine durch das
Feld ausgelöste Magnetisierung gemessen werden. [28] Die Suszeptibilität χ beschreibt die
Effektivität dieser magnetischen Induktion und ist nach Gleichung 3.7 als das Verhältnis
der Magnetisierung zu der angelegten magnetischen Feldstärke definiert. [40]

χ = dM⃗

dH⃗
(3.7)

3.3.1 Verschiedene Formen des Magnetismus

Alle Materialien können 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. [28] Hierbei wirken der Diamagnetismus
sowie der Paramagnetismus nur über kurze Reichweiten, wohingegen sich der kollektive
Magnetismus über weite Strecken in alle drei Dimensionen erstreckt. [38]

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 auslöschen. Wird ein diamagnetisches Material einem äußeren Magnetfeld
ausgesetzt, induzieren die Elektronen in den abgeschlossenen Schalen ein schwaches Ma-
gnetfeld, welches gegensätzlich zum vorhandenen Magnetfeld ausgerichtet ist. Dadurch
entsteht eine repulsive Kraft und somit ist die Suszeptibilität χ eines diamagnetischen
Stoffes negativ. [38] Die magnetische Suszeptibilität eines Diamagneten ist nach Gleichung
3.8 definiert.

χ = −NZe2

mc2 ⟨r2⟩ (3.8)
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Hierbei ist N die Anzahl der Atome pro Volumen, Z die Ordnungszahl, e die Elementar-
ladung, m die Masse, c die Lichtgeschwindigkeit und ⟨r2⟩ 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 feldverstärkend ausrichten kann. [38] Das magnetische Moment µ eines
Paramagneten setzt sich aus den Bahn- und Elektronenspinbeiträgen zusammen, da die
Kernspinbeiträge vernachlässigt werden können und kann nach Gleichung 3.9 berechnet
werden.

µ = gjJ(J + 1)µ2
b (3.9)

In Gleichung 3.9 ist gj der Landé-Faktor, µB das Bohrsches Magneton und J die
Gesamtdrehimpulsquantenzahl. Durch die thermische Energie sind die magnetischen Mo-
mente in Abwesenheit eines magnetischen Feldes zufällig ausgerichtet und die Magne-
tisierung ist gleich null. Wird ein äußeres Magnetfeld an ein paramagnetisches Material
angelegt, richten sich die magnetischen Momente feldverstärkend in Richtung des Magnet-
feldes aus. Die thermische Energie steht hierbei in Konkurrenz mit der richtenden Kraft
des Magnetfeldes. Dadurch ist der Paramagnetismus temperaturabhängig und kann mit
Hilfe des Langevin-Modells beschrieben werden. [28]

Die Magnetisierung M⃗ ist proportional zum magnetischen Moment µ und zur mittleren
Ausrichtung der atomaren Momente ⟨cosΘ⟩. Die Magnetisierung lässt sich nach Glei-
chung 3.10 berechnen.

M⃗ = Nµ⟨cosΘ⟩ (3.10)

Wird von einer Boltzmann-Verteilung der magnetischen Momente ausgegangen, lässt
sich die mittlere Ausrichtung der magnetischen Momente ⟨cos Θ⟩ nach Gleichung 3.11
mit der Energie der Interaktion der magnetischen Momente mit dem Feld U = −µHcos Θ

berechnen. [28]

⟨cosΘ⟩ =
∫

cos Θ · e− U
kT dΩ∫

e− U
kT dΩ

(3.11)

Nach Integration von Gleichung 3.11 nach dem Volumenelement dΩ und Einführung einer
neuen Variablen x = µB

kT
wird die Langevin-Funktion L(x) erhalten. [41]

⟨cosΘ⟩ = L(x) = coth x − x−1 (3.12)
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Die Variable x stellt hier die Konkurrenz von der thermischen Energie k(T ) und der
magnetostatischen Energie (µB) dar. Im Folgenden werden zwei Grenzfälle betrachtet, in
denen sich die magnetostatische und die thermische Energie stark unterscheiden. In dem
ersten Fall ist die thermische Energie sehr viel größer als die magnetostatische Energie
kT >> µB. Dadurch vereinfacht sich die Langevin-Funktion zu Gleichung 3.13. [42]

L(x) ≈ x

3 (3.13)

Hierbei ergibt sich durch Vereinfachung für die Magnetisierung nach Gleichung 3.14.

M ≈ Nµ2B

3kT
= C

T
B (3.14)

Hierbei ist C die Curie-Konstante. Diese Gleichung beschreibt die Abhängigkeit der ma-
gnetischen Suszeptibilität von der Temperatur. Das Curie-Gesetz gilt hierbei nur bei
nicht zu starken Magnetfeldern und nicht zu geringen Temperaturen. [43]

Im zweiten Grenzfall ist die magnetostatische Energie sehr viel größer als die thermische
Enrgie µB >> kT . In diesem Grenzfall nähert sich die Langevin-Funktion dem Wert 1
an. Wird dies in die Vereinfachung von Gleichung 3.10 eingesetzt, wird die Gleichung für
die Sättigungsmagnetisierung MS erhalten.

MS = Nµ (3.15)

3.3.4 Kollektiver Magnetismus

Unterhalb einer bestimmten Temperatur ist die thermische Energie so niedrig, dass die
in Paramagneten verknüpften Spins richtenden Kräften ausgesetzt sind. Hierbei erfolgt
ein Übergang vom paramagnetischen in einen dreidimensional geordneten Zustand. Diese
magnetischen Ordnungen werden unter Ferro-, Ferri- und Antiferromagnetismus zusam-
mengefasst. [43] Die Übergangstemperatur ist materialabhängig und liegt bei vielen Ma-
terialien über der Raumtemperatur. Als Beispiel liegt dieser Übergang von Magnetit bei
850 K. [44]

Für die bevorzugte Ausrichtung dieser richtenden Kräfte sind die Austauschwechselwir-
kungen zwischen den Elektronen unterschiedlicher Zentren verantwortlich. Die Austausch-
wechselwirkungen können direkt über die Orbitale oder indirekt über Leitungselektronen
aus zum Beispiel verbrückenden Liganden wirken. Ihre Wechselwirkungen sind kurz, den-
noch können sich die Auswirkungen über weite Distanzen in alle drei Dimensionen erstre-
cken. [28]
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Die Wechselwirkungen der Spins untereinander können quantenmechanisch durch die
Coulomb Wechselwirkungen und der Austauschwechselwirkung zwischen zwei Atomen
aufgrund ihrer Symmetrie beschrieben werden. Die Austauschwechselwirkungen können
durch das Pauli-Prinzip beschrieben werden. Bei einem System aus zwei Atomen mit
jeweils einem Elektron können die Spins entweder zueinander parallel oder antiparallel
vorliegen. Sind diese Atome nahe genug zueinander, überlappen die Wellenfunktionen
der beiden Elektronen. Nach dem Pauli-Prinzip ist eine antiparallele Ausrichtung der
Spins zueinander zwingend, wenn die übrigen Quantenzustände beider Elektronen gleich
sind. [28] Um eine parallele Spinausrichtung zu erhalten, müssen sich die Elektronen in
ihren anderen Quantenzuständen unterscheiden, da die beiden Elektronen nicht in allen
vier Quantenzahlen gleich sein dürfen. [28]

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

Eex = −2JexS⃗iS⃗j (3.16)

Sie beschreibt die Energie der Wechselwirkung zweier benachbarter Spins S⃗i und S⃗j. Jex

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. [28]

Beim Ferromagnetismus richten sich die magnetischen Momente parallel aus, ohne dass
ein äußeres Magnetfeld angelegt werden muss. Hierbei wird die Coulomb-Abstoßung durch
die parallele Ausrichtung der magnetischen Momente minimiert. Das Austauschintegral ist
hierbei größer null, wodurch Energie benötigt wird. [28] Der Ferromagnetismus tritt häufig
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in Materialien mit d- und f- Orbitalen auf, da dort die Elektronen in Orbitalen höherer
Niveaus liegen können und dadurch bei paralleler Ausrichtung das Pauli-Prinzip erfüllen.
Der Ferromagnetismus tritt auf, wenn der Energiegewinn durch die Austauschwechselwir-
kung größer ist als der Energieverlust durch die Besetzung der höheren Energienieveaus.

In einem Antiferromagnet bilden sich zwei magnetische Untergitter aus, welche antiparallel
zueinander vorliegen und sich kompensieren, wodurch das magnetische Moment null be-
trägt. Das Austauschintegral ist hierbei kleiner null, was zu einem Energiegewinn führt. [41]

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 temperaturabhängig, da die Tempe-
ratur einer geordneten magnetischen Struktur in einem Ferromagneten entgegenwirkt. [43]

Ist die Temperatur hoch und erreicht die Curie-Temperatur TC , so geht ein Ferromagnet
in einen Paramagneten über. Die Ausrichtung der Spins wird somit von der thermischen
Energie überwunden und liegt statistisch verteilt vor. Diese Temperaturabhängigkeit wird
durch das Curie-Weiss-Gesetz beschrieben und ist in Gleichung 3.17 dargestellt. [43]

χ = C

T − θk
(3.17)

Hierbei ist θk die kritische Temperatur. Ein Ferrimagnet verhält sich analog zum Ferro-
magneten, wobei die Suszeptibilität geringer durch die teilweise antiparallel angeordne-
ten magnetischen Momente ist. Somit zeigt auch ein Ferrimagnet oberhalb der Curie-
Temperatur paramagnetisches Verhalten. [28,41]

Analog zum Ferro- und Ferrimagnetismus gibt es auch bei einem Antiferromagneten eine
Temperatur, wo bei Überschreitung die geordnete magnetische Struktur verloren geht.
Diese Temperatur ist die Néel-Temperatur TN. Über der Néel-Temperatur bricht die
gerichtete Kopplung der Spins zusammen und der Antiferromagnet zeigt paramagneti-
sches Verhalten. [41]

Ein normales Stück Eisen ist bei Raumtemperatur weit unter der Curie-Temperatur
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(Tc 771 ℃) [45], wodurch die Austauschenergie die benachbarten magnetischen Momen-
te feldverstärkend ausrichten kann, aber trotzdem besitzt es in der Abwesenheit eines
äußeren magnetischen Feldes kein eigenes magnetisches Moment. Dies ist darauf zurück-
zuführen, dass sich die parallele Ausrichtung der Spins nicht einheitlich über den gesamten
makroskopischen Körper erstreckt, sondern nur in kleinen mikroskopischen Teilbereichen,
den Domänen. [28] Diese Domänen, werden als Weiss-Bezirke bezeichnet und erstrecken
sich über Bereiche von ca. 1 · 10−6 bis 1 · 10−3 m3. [41] Innerhalb einer Domäne sind die
magnetischen Momente parallel entlang einer leichten Magnetisierungsrichtung ausgerich-
tet. Hierbei ist die Ausrichtung der Domänen untereinander nicht parallel, sodass sich das
Gesamtmoment des Materials aufhebt. Die Triebkraft für die Ausbildung der magneti-
schen Domänen ist die Reduzierung der magnetostatischen Energie. Die magnetostatische
Energie ist volumenabhängig und somit steigt mit der Domänengröße auch die magneto-
statische Energie. Zur Minimierung der magnetostatischen Engerie bilden sich viele kleine
Domänen aus, um das Volumen der einzelnen Domänen zu verringern. Die Domänengröße
kann aber nicht beliebig gering sein, da an den Domänengrenzen die Spins aus ihrer leich-
ten Achse gedreht werden müssen und die Austauschenergie aufgebracht werden muss. [28]

Daraus ergibt sich eine begünstigte Domänengröße, in der ein Gleichgewicht zwischen
der magnetostatischen Energie und der Austauschenergie an den Grenzen der Domänen
herrscht. [46] Die Spinumkehr an den Domänengrenzen ist energetisch ungünstig und um
die benötigte Energie zu reduzieren, wird die Rotation über mehrere Spins verteilt, wo-
bei jeder Spin etwas weiter aus der leichten Achse gekippt ist. Dieser Bereich, über den
die Spinumkehr stattfindet, wird als die Domänenwand bezeichnet. Die Domänenwand
kann in zwei Arten, die Bloch- und Néel-Wand, unterteilt werden. Beide Arten der
Spinumkehr in der Domänenwand sind schematisch in Abbildung 5 dargestellt.



3.3. MAGNETISMUS 25

M

Néel

x

y

z

y

z

Abbildung 5: Darstellung der Spinrotation zwischen zwei antiparallel ausgerichteten
Domänen durch die Ausbildung einer Néel-Wand (oben) oder einer Bloch-Wand
(unten). In diesen Bereichen wird die Rotation der Spins auf möglichst viele Spins
verteilt um die Energie zu minimieren. Die Abbildung wurde in Anlehnung nach

Marrows erstellt. [47]

In der Néel-Wand rotieren die Spins in der Ebene der Domänenwand und in der Bloch-
Wand rotieren die Spins aus der Ebene der Domänenwand heraus. Die Bloch-Wand
tritt in makroskopischen Materialien auf und die Néel-Wand bildet sich bei dünnen
Film-Materialien aus. [47] Zur Minimierung der Austauschenergie ist eine möglichst große
Wanddicke begünstigt, um die Rotation auf möglichst 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 Domänenwand-
dicke.

3.3.5 Magnetische Anisotropie

Die Suszeptibilität χ ist in vielen Materialien abhängig von der Messrichtung. Als Beispiel
ist die Sättigungsmagnetisierung in einem einzelnen Eisenkristall am einfachsten mit einer
Feldrichtung in [100] zu erreichen. Wird ein Feld in der [110] Richtung angelegt, wird die
Sättigungsmagnetisierung erst bei höheren Feldstärken erreicht und in der [111] Feldaus-
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richtung werden noch höhere Feldstärken benötigt. [28] Dieser Effekt wird als magnetische
Anisotropie bezeichnet und kann nach Gleichung 3.18 beschrieben werden.

EA = KAV sin2θ (3.18)

Hierbei sind KA die Anisotropiekonstante, V das Teilchenvolumen und θ der Winkel
zwischen der Magnetisierungsrichtung und der leichten Achse. [28] Für die magnetische
Anisotropie von Materialien gibt es verschiedene Ursachen, welche aus dem Material sel-
ber oder auch durch mechanische Beanspruchung resultieren können. [28]

Der Einfluss der Kristallstruktur auf die magnetische Anisotropie wird als magnetokris-
talline Anisotropie bezeichnet. Sie ist eine materialintrinsische Eigenschaft und ist für
einen Großteil 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. [46] Um die
Sättigungsmagnetisierung eines Materials zu erreichen, ist die Stärke des benötigten äu-
ßeren 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 Domänen energetisch begünstigt. Diese Domänen wachsen durch
Domänenwandverschiebung mit zunehmender Feldstärke, bis das gesamte Material aus
einer Domäne besteht. [48] In Abbildung 6 ist dieses schematisch dargestellt.
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Abbildung 6: Vergrößerung der Weiss’schen Bezirke bei Anlegen eines äußeren
Magnetfeldes. In Anlehnung an Bartelmann . [48]

Besteht der gesamte Ferromagnet nur noch aus einer Domäne, in der alle Spins entlang
dem angelegten Magnetfeld ausgerichtet sind, ist die Sättigungsmagnetisierung des Mate-
rials erreicht. Die Veränderung der Magnetisierung M⃗ eines Ferromagneten mit steigender
Feldstärke H⃗ wird durch die Hysteresekurve beschrieben. In Abbildung 7 ist der Hyste-
reseverlauf eines Ferromagneten schematisch dargestellt.
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Abbildung 7: Schematischer Verlauf der Magnetisierung M⃗ eines Ferromagneten bei
Anlegung eines externen Magnetfeldes mit der Feldstärke H⃗ in Anlehnung an Coey. [41] .

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 Domänen wachsen bis die Sättigungsmagnetisierung MS erreicht wird. Bei Entfernen
des Magnetfeldes geht die Magnetisierung nicht auf null zurück, da die Anistropieenergie
überwunden werden muss um das Material zu entmagnetisieren und es bleibt eine Re-
manenzmagnetisierung Mr. Um das Material wieder zu entmagnetisieren, muss ein dem
ursprünglichen Feld antiparallel ausgerichtetes Feld mit der Stärke der Koerzitivfeldstärke
HC angelegt werden. Wird nun die Feldstärke weiter verringert geht das Material wieder
in Sättigung. Anschließend 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 Koerzitivfeldstärke ist stark von der Partikelgröße abhängig und kann sogar im Na-
nometerbereich auf null sinken. In Abbildung 8 ist eine grafische Auftragung der Koerzi-
tivfeldstärke in Abhängigkeit vom Teilchendurchmesser dargestellt.
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Abbildung 8: Verlauf der Koerzitivfeldstärke HC in Abhängigkeit von dem
Partikeldurchmesser d. In Anlehnung an Klabunde. [28]

Um diesen Verlauf zu erklären, müssen zwei unterschiedliche Prozesse betrachtet werden.
Diese Prozesse sind die Änderung der Magnetisierung durch Wanderung der Domänen-
wände und die Änderung der Magnetisierung durch Rotation des magnetischen Gesamt-
momentes.

Im Multi-Domänen Bereich ist HC noch gering, da eine Änderung der Magnetisierungs-
richtung durch Domänenwandwachstum energiearm, über mehrere Spins in der Domä-
nenwand, stattfinden kann. Bei einer Verringerung des Partikeldurchmessers wird auch
die Domänenenwand kleiner und die Spinumkehr findet über weniger Spins statt, was in
einer erhöhten benötigten Koerzitivfeldstärke resultiert. Erreicht der Partikeldurchmes-
ser den kritischen Durchmesser dc können sich keine Domänen mehr ausbilden und die
Koerzitivfeldstärke ist maximal, da dort die Änderung der Magnetisierungsrichtung nicht
mehr über die energetisch günstigere Methode der Spinumkehr über eine Domänenwand
stattfinden kann. Hier müssen 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 müssen, ab, wodurch die Koerzitivfeldstärke sinkt. Wird der Par-
tikeldurchmesser weiter reduziert, ist die benötigte Anisotropieenergie so gering, dass die
thermische Energie ausreicht die Spins frei auszurichten. Ab dieser Größe verhält sich ein
Ferromagnet superparamagnetisch und die Koerzitivfeldstärke ist gleich null. [28] Superpa-
ramagnetische Materialien zeigen ein deutlich höheres magnetisches Moment gegenüber
den paramagnetischen Verhalten. [49] Der Übergang von Ferromagneten zum Superpara-
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magneten ist hierbei von der Messzeit abhängig, wodurch sich der Übergang je nach
Messmethode unterscheidet. Durch die thermische Energie ändert sich die Spinausrich-
tung um eine bestimmte Anzahl pro Sekunde. Ist die Messzeit geringer als die Zeit in der
die Spinausrichtung sich neu ausrichtet, können die einzelnen Spinausrichtungen gemessen
werden und eine sehr geringe Restmagnetisierung ist messbar. Somit verschiebt sich der
Übergang von einem Ferro- oder Ferrimagneten je nach gewählter Messmethode.

3.3.8 Sättigungsmagnetisierung von Nanopartikeln

Die Sättigungsmagnetisierung magnetischer Nanopartikel ist stark größenabhängig, da
die Spinausrichtung an der Oberfläche gestört ist. [50] An der Oberfläche der Nanoparti-
kel ist die Austauschenergie geringer, wodurch sich glasartige Spinstrukturen ausbilden,
welche die ferromagnetische Ordnung der Elektronenspins stören. Mit sinkendem Parti-
keldurchmesser tritt dieser Effekt stärker auf, da der Anteil der Oberflächenatome stark
ansteigt. [50,51] Der Durchmesser dieser glasartigen Spinstruktur beträgt circa 0.5 nm. In
15 nm großen Partikeln sind nur 19 % der Spins von diesem Effekt betroffen und bei
2.5 nm großen Partikeln befinden sich 78 % der Elektronenspins in der glasartigen Spin-
struktur. [51] Aufgrund dessen ist die Magnetisierung kleiner SPIONs stark reduziert. In
Abbildung 9 ist die Reduzierung des magnetischen Anteils im Nanopartikel mit abneh-
mender Größe dargestellt.

magnetischer Bereich

ige Spinstruktur

Partikeldurchmesser

Abbildung 9: Schematische Abbildung der Abhängigkeit der Magnetisierung von
magnetischen Nanopartikeln durch die Ausbildung glasartiger Spinstrukturen an der

Oberfläche. In Anlehnung nach Jeon et al. [6].

Bei Partikelmorphologien mit hohen Oberfläche zu Volumen Verhältnissen, wie Octapods
oder Stäbchen, tritt dieser Effekt verstärkt auf.
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3.3.9 Kolloidstabilität

Die Derjauin-Landau-Verwey-Overbeek-Theorie (DLVO) ist eine der grundlegen-
den Theorien um die Stabilität von elektrostatisch stabilisierten kolloidalen Lösungen zu
beschreiben. [52–54] Nach dieser Theorie hängt die Stabilität von kolloidalen Lösungen von
den attraktiven Van der Waals-Kräften VA und der Überlappung elektrischer Doppel-
schichten VR, als abstoßende Kräften, ab. Nach der Hamaker-Theorie ist die potenzielle
Energie zwischen zwei gleich großen kugelförmigen Teilchen durch Gleichung 3.19 gegeben.

VA = −ARKugel

12D
(3.19)

Hierbei ist A die Hamaker-Konstante und D der Abstand zwischen den Partikeln.

Die repulsiven Wechselwirkungen durch die Überlappung der elektrischen Doppelschich-
ten werden durch Gleichung 3.20 beschrieben.

VR = 64n0kBTZ2

xDL

· e−xDLD (3.20)

Hierbei ist Z = tanh
zeϕ0

4kBT
und χDL =

√∑
z2

i e2c0
i

ϵϵ0kBT
der Debye-Hückel Parameter. Dieser

hängt von der Ladungszahl zi, der Elektronenladung e und der Ausgangskonzentration
aller gelösten Ionenarten c0

i ab. Die Gesamtwechselwirkungen können somit durch folgende
Gleichung beschrieben werden.

V = VA + VR = −ARKugel

12D
+ 64n0kBTZ2

xDL

· e−xDLD (3.21)

Aus Gleichung 3.21 ergibt sich, dass die attraktiven Wechselwirkungen proportional zu 1
rn

und die repulsiven proportional zu e−xDLD sind. Daraus ergibt sich, dass bei kurzen und
großen Abständen die anziehenden Kräfte dominieren und bei mittleren die repulsiven
Wechselwirkungen durch die Abstoßung durch die elektrische Doppelschicht. Diese Wech-
selwirkungen sind in Abbildung 10 als Überlagerung der beiden Kräfte für eine stabile
Lösung dargestellt. [54]
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Abbildung 10: Wechselwirkungen zwischen den attraktiven Van der Waals-Kräften
VA und der repulsiven Überlappung elektrischer Doppelschichten VR als Funktion des

Abstands der Teilchen. In Anlehnung an Lauth und Kowalczyk. [54]

Bei großen Partikelabständen wechselwirken die Partikel nur schwach miteinander. Mit
abnehmendem Partikelabstand nehmen die attraktiven Wechselwirkungen zuerst zu und
das Potential durchläuft ein Energieminimum. Hier beginnen die Partikel reversibel zu
agglomerieren. Damit das System irreversibel agglomerieren kann muss erst die Energieb-
arriere durch die elektrische Abstoßung überwunden werden. Die Höhe der Energiebarriere
hängt dabei von der Hamaker-Konstante, dem Stern-Potenzial und der Ionenkonzen-
tration ab. [54]

Die Hamaker-Konstante kann durch die Wahl des Lösungsmittels und durch die Ligan-
denhülle bei Nanopartikeln kontrolliert werden. Damit die Nanopartikel stabil in Lösung
vorliegen, muss die Ligandenhülle 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 Ligandenhülle und des Lösungsmittels gleich
sind. Durch eine Reduktion der Elektrolytkonzentration kann das Stern-Potential zwi-
schen den Teilchen erhöht werden, wodurch die Doppelschicht und somit die Abstoßung
zwischen den Partikeln zunimmt. Eine wässrige Dispersion ist somit stabiler, je höher die
Konzentration der potenzialbestimmenden Ionen im Kolloid, je niedriger die Ionenstärke
der Lösung und je niedriger die Wertigkeit der Ionen ist. [54–56]

3.4 Magnetresonanztomographie (MRT)

Die Magnetresonanztomographie ist eine der bedeutendsten und am häufigsten verwen-
deten nicht invasiven medizinischen Bildgebungsmethoden heutzutage. Sie bietet eine
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hervorragende Gewebeeindringtiefe bei einer sehr hohen räumlichen Auflösung. Durch
die Verwendung eines Magnetfeldes und keiner Emission von schädlicher ionisierender
Strahlung gilt die MRT als unbedenkliche Bildgebungsmethode. [25,57–59] Die Bildgebung
basiert auf dem unterschiedlichen Relaxationsverhalten der Wasserstoffkerne in verschie-
denen Gewebearten nach der Anregung. [60] Im Folgenden werden die Kernresonanz und
die Grundlagen der MRT genauer behandelt.

Wie im Unterkapitel zur Theorie des Magnetismus erwähnt, besitzen alle bewegten La-
dungen ein zugehöriges magnetisches Moment. Während für den Gesamtmagnetismus ei-
nes Materials hauptsächlich die Elektronen betrachtet werden und der Kernmagnetismus
vernachlässigt werden kann, wird bei der Magnetresonanztomographie die Änderung der
Kernmagnetisierung über die Zeit in einem homogenen externen Magnetfeld betrachtet. [61]

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 I⃗ ̸= 0 aufweisen
durchgeführt werden. [61] In Abbildung 11 ist dargestellt, wie sich ein Atomkern mit einem
Kernspin ungleich null in einem Magnetfeld verhält.

ω

B

I

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Präzessionsbewegung des Kernspins und
des daraus resultierenden magnetischen Moments µ⃗, um die Feldrichtung eines

Magnetfeldes B⃗0. In Anlehnung an Reiser und Semmler. [61]

Der magnetische Kern kann sich aufgrund seines Eigendrehimpulses I⃗ nicht in die ener-
getisch günstigere Lage parallel zu dem Magnetfeld ausrichten, sondern bewegt sich auf-
grund der Drehimpulserhaltung auf einer Kreislaufbahn mit der Frequenz von ω0 um die
Richtung des Magnetfeldes B⃗0. Diese Frequenz der Präzession des Atomkerns um das
Magnetfeld wird als Larmorfrequenz bezeichnet. [61] Das magnetische Moment µ⃗ verläuft
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parallel zu dem Eigendrehimpuls I⃗ des Atomkerns und hängt über das gyromagnetisches
Verhältnis γ von dem Eigendrehimpuls ab. [61]

µ⃗ = γI⃗ (3.22)

Bei einer MRT-Messung wird der Wasserstoffatomkern, und somit ein Proton, angeregt,
da er mit Abstand am häufigsten in biologischen Geweben vorkommt und von allen sta-
bilen Isotopen das größte gyromagnetische Verhältnis besitzt. Der Wasserstoffatomkern
besitzt eine Spinquantenzahl I von 1/2 und damit ergeben sich durch die Quantisierung
des Drehimpulses zwei mögliche Energieniveaus, da die Anzahl der Energieniveaus 2 I + 1
entspricht. Daraus resultiert, dass sich ein Doppelpräzessionskegel 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
Boltzmann-Statistik besetzt, wobei der parallel zum Magnetfeld ausgerichtete Zustand
energetisch niedriger und der antiparallel zum Magnetfeld ausgerichtete energetisch höher
ist. Die beiden Zustände sind bei 37 ℃ nahezu gleich besetzt und die Besetzungszahldiffe-
renz beträgt nur 0.0000068 bei einem angelegten magnetischen Feld von 1 T . [61] Aufgrund
der hohen Anzahl an vorhandenen Spins im Menschen bildet sich aber ein messbares ma-
gnetisches Moment in Richtung des Magnetfeldes B⃗0 aus.

Bei einer MRT-Messung wird mit Hilfe eines Hochfrequenzpulses, mit der Energie der
Larmorfrequenz, das Besetzungsverältnis der beiden Zustände verändert. Entspricht die
Dauer der Einstrahlung des Hochfrequenzpulses der benötigten 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 präzediert nun in der x-y Ebene
und induziert bei Spulen, welche auf der x-y Ebene angebracht sind einen Strom. An-
schließend relaxiert das magnetische Moment wieder in den Ursprungszustand über zwei
verschiedene Relaxationsmechanismen, welche in Abbildung 12 dargestellt sind.
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Abbildung 12: Schematische Darstellung der longitudinalen T1- und transversalen
T2-Relaxation nach der Anregung mit einem 90 ° Puls.

Die Relaxation zurück in den Ursprungszustand besteht aus zwei unterschiedlichen Kom-
ponenten. Die eine Komponente ist die longitudinale oder auch Spin-Gitter Relaxation T1,
in der die Magnetisierung sich wieder in die z-Richtung ausrichtet. Bei der T1-Relaxation
werden so lange Energiequanten an Kernspins aller Atome und Moleküle 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 T2 bezeichnet und beschreibt die Verringerung der Magnetisierung in der x-y
Ebene. Durch magnetische Fluktuationen im Magnetfeld der Protonen ändert sich die
Larmorfrequenz der einzelnen Komponenten geringfügig, was zu einer Dephasierung und
dadurch zu einer Reduktion der Magnetisierung in der x-y Ebene führt. [61] Die Zeit für
diese Relaxationsprozesse kann bestimmt werden und wird in die T1-Relaxationszeit und
die T2-Relaxationszeit unterteilt. Hierbei ist die T1-Relaxationszeit die Zeit, welche be-
nötigt wird, um auf 63 % des Ursprungswertes in z-Richtung zu relaxieren und die T2-
Relaxationszeit die Zeit, in der die Magnetisierung in der x-y Ebene um 63 %, durch die
Dephasierung, abgenommen hat. Durch technisch bedingte räumliche Inhomogenitäten im
angelegten Magnetfeld kommt es bei einer MRT-Messung zu einer weiteren Dephasierung
der Spins als nur durch die T2-Relaxationszeit, wodurch sich die effektive Relaxationszeit
T∗

2 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 abhängig. Die Viskosität hat zum Beispiel einen star-
ken Einfluss auf die T1-Relaxationszeit, da bei einer gering viskosen Umgebung, durch
die thermische Bewegung der Moleküle, mehr Interaktionen mit Molekülen in der Umge-
bung stattfinden. Dadurch können die Protonen schneller in den Ursprungszustand nach
der Anregung zurückkehren, wodurch die T1-Relaxationszeit geringer ist. Im Kontrast
dazu steigt die T2-Relaxationszeit in einer gering viskosen Umgebung. Da sich hier die
Wasserstoffkerne ständig bewegen, gleichen sich die zur T2-Relaxationszeit beitragenden
Feldfluktuationen weitestgehend aus. [61] Diese Effekte ermöglichen der MRT durch die
unterschiedlichen Relaxationszeiten in verschiedenen Umgebungen eine hohe Auflösung
von diversen Gewebearten.

3.4.1 Nanopartikel als Kontrastmittel für die Magnetresonanz-
tomographie

Kontrastmittel erhöhen durch die Beeinflussung der Relaxationszeit der Wasserstoffkerne
den Kontrast im MRT. Sie werden in Kontrastmittel eingeteilt, welche die T1-Relaxationszeit
verringern und das Bild heller erscheinen lassen und welche, die die T2-Relaxationszeit
verringern und das Bild verdunkeln. Die Erhöhung des Kontrasts ermöglicht die leichte-
re Unterscheidung von krankem und gesundem Gewebe. [51] Aufgrund dessen werden auf
gadoliniumbasierte Kontrastmittel in 40 % aller MRT Messungen verwendet. [49] Das ent-
spricht 40 Millionen Dosen weltweit und ungefähr 50 Tonnen Gadolinium pro Jahr. [63]

T1-Kontrastmittel werden in MRT-Untersuchungen deutlich häufiger als T2-Kontrastmittel
verwendet. Dies liegt an dem sogenannten Blooming Effekt der bei der Verwendung von
T2-Kontrastmitteln auftritt. Die hohe Magnetisierung der T2-Kontrastmittel beeinflusst
hierbei auch das umliegende Gewebe, wodurch die Verdunkelung des Bildes über den
Anwendungsort des Kontrastmittels hinausgeht. [64] Aufgrund dessen kann der Ort des
T2-Kontrastmittels oft nicht genau bestimmt werden. Weiterhin können andere Effekte,
welche zu einer Verdunkelung des MRT-Bildes führen, wie Ansammlungen von Blut im
Gewebe, Kalzifizierung oder Ansammlungen von Metallen, zu einer Fehlinterpretation
führen. Da bei der Verwendung von T1-Kontrastmittel diese Effekte nicht auftreten wer-
den sie deutlich häufiger verwendet. [65]

Die Kritik an gadoliniumbasierten Kontrastmitteln steigt seitdem 2013 ein erhöhter 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 bestätigt, dass der erhöhte Kontrast aufgrund von
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Gd(III) Ablagerungen im zentralen Nervensystem erfolgte. [24,25] 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. [66] Nach dem Fund von Gadolinium im
Gehirn hat auch die Europäische medizinische Agentur 2017 bekanntgegeben dass es die
Marktzulassung von 3 von 8 zugelassenen intravenösen Kontrastmitteln zurückzieht. [67]

Weiterhin ist die Bluthalbwertszeit von gadoliniumbasierten Kontrastmitteln häufig sehr
gering, wodurch für die zeitaufwendigeren hochauflösenden MRT-Messungen mehrere Do-
sen des Kontrastmittels gegeben werden müssen. [25]

Aufgrund dessen ist der Bedarf an biokompatiblen MRT-Kontrastmitteln hoch. SPION
basierte Kontrastmittel sind aufgrund ihrer hohen Biokompatibilität ein guter Kandi-
dat für den Ersatz der gadoliniumbasierten Kontrastmittel. SPION Kontrastmittel finden
schon seit längerem Anwendung als T2-Kontrastmittel. Die ersten klinisch zugelassenen
SPION basierten Kontrastmittel für das MRT sind Ferridex (1996 USA) und Resovist
(2001 Europa). [68] Beide sind T2-Leber-Kontrastmittel, welche eine deutliche Verbesse-
rung für die Erkennung kleiner Leber-Läsionen ermöglicht. [69,70] Intravenös verabreichte
SPION Kontrastmittel mit einer hydrodynamischen Größe von über 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. Anschließend werden sie in den Lysosomen in parama-
gnetisches Eisen(III) umgewandelt, welches für den normalen Eisenspeicher in Form von
Ferritin oder Hämoglobin zur Verfügung steht. [71] In Leber-Läsionen sind keine Kupffer-
Zellen vorhanden, wodurch ein Kontrast zu dem restlichen Lebergewebe entsteht. [71] Dies
erhöht den Kontrast zwischen gesundem Leber-Gewebe und Leber-Läsionen deutlich.

Kleine Eisenoxide eignen sich aufgrund ihrer geringen Magnetisierung als T1-Kontrastmittel
und sind eventuell ein Kandidat für den Ersatz der gadoliniumbasierten Kontrastmittel.
Sie besitzen auch deutlich höhere Bluthalbwertszeiten im Bereich von Stunden bis auch
zu Tagen, wodurch sie für Angiographien geeignet sind und bieten durch ihre Modifizier-
barkeit Tumor Zellen zu labeln oder Behandlungen nachzuverfolgen. [6,72]

Der Einfluss eines SPIONs auf die longitudinale Relaxationszeit der Wasserstoffkerne
im Wasser hängt sehr stark von der Ligandenhülle der Partikel ab. In Abbildung 13 sind
die Interaktionen von Wasser mit einem SPION und seiner Ligandenhülle schematisch
dargestellt.
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Abbildung 13: Schematische Darstellung eines SPIONs mit Ligandenhülle und deren
Interaktionen mit Wasser Molekülen in der inneren und außeren Sphäre der Liganden in

Anlehnung an Jeon. [6]

Hier ist die Ligandenhülle in eine innere und eine äußere Sphäre unterteilt. In der inneren
Sphäre kommen die Wasser Moleküle in direkten Kontakt mit der Eisenoxidoberfläche und
können über Spin-Gitter Wechselwirkungen relaxieren. In der äußeren Sphäre können die
Protonen relaxieren, indem sie entweder durch die Magnetisierung des SPIONs relaxie-
ren oder durch Austausch mit dem Wasserstoff in der Ligandenhülle. Hierbei spielen die
mittlere Wasser Residenzzeit τm und die Rotations-Korrelationszeit des Partikel τr eine
große Rolle bei der Fähigkeit des Kontrastmittels Wasser zu relaxieren. Die Relaxivität
in der inneren Sphäre ist direkt proportional zu der Anzahl an Wasser Molekülen. [49] Der
Einfluss der Rotation-Korrelationszeit auf die Relaxivität ist von der angelegten Feldstär-
ke abhängig. Bei Gadolinium-Komplexen nimmt die Relaxivität bei geringen Feldstärken
mit sinkender Rotations-Korrelationszeit zu. Bei hohen Feldstärken nimmt die Relaxi-
vität zuerst mit steigender Rotations-Korrelationszeit zu und nimmt dann wieder ab.
Der Einfluss der Rotations-Korrelationszeit auf die Relaxivität ist im Vergleich zu den
Gadolinium-Komplexen noch kaum untersucht, aber es ist zu vermuten, dass ähnliche Ef-
fekte auftreten. Die Wasser Austauschzeit sollte möglichst gering sein, um möglichst viele
Wasser Moleküle in der inneren Sphäre austauschen zu können. Bei sehr hohen Wasser
Austauschzeiten sinkt die Relaxivität aber auch wieder, da die Verweilzeit der Wasser
Moleküle zu gering ist um mit einer hohen Wahrscheinlichkeit zu relaxieren. [49] Die große
Herausforderung bei der Herstellung geeigneter T1-Kontrastmittel auf SPION Basis liegt
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darin, die Wasser Interaktionen mit dem Partikel möglichst hoch durch die Kontrolle der
Wassermobilität τm und Rotations-Korrelationszeit τr zu halten, während der Einfluss
des magnetischen Feldes auf das Wasser so gering wie möglich sein sollte, um die T2-
Relaxation so gering wie möglich zu halten. [49]

Der Einfluss der Liganden auf das Relaxationsverhalten wurde in mehreren Studien un-
tersucht. Monte Carlo Berechnungen sagen voraus, dass wenn die Ligandenhülle als ein
Bereich mit verringerter Diffusion betrachtet wird, eine Erhöhung der Dicke der Ligan-
denhülle r1 erhöht da das Wasser längere Zeit zum relaxieren hatte, aber auch länger im
Magnetfeld des SPIONs war, wodurch auch r2 erhöht wurde. [73] 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 kürzeren PEG-Liganden die SPIONs nicht vollständig stabilisie-
ren konnten und es zu Aggregation kam. Die größeren PEG-Liganden von 1000 bis 3000
g/mol zeigten hierbei höhere r1 und niedrigere r2 Werte. Hierbei war aber unschlüssig,
ob dies durch eine Änderung der Wassermobilität und Rotationskorrelationszeit in der
Ligandenhülle erreicht wurde oder durch eine bessere Stabilisierung einzelner SPIONs.
Ähnliche Experimente zeigten hierbei auch keinen klaren Einfluss der PEG Länge auf das
Relaxationsverhalten. [74? ,75]

Eisenoxide zeigen großes Potentail aufgrund ihrer hohen Biokompatibilität, Modifizier-
barkeit und ihrem Superparamagnetismus. Trotz der großen 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 großen Teil daran, dass die
Synthese von biokompatiblen USPION noch nicht in großen Mengen möglich ist. Zum
anderen ist noch die Erforschung der Prozesse in der Ligandenhülle nötig, 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 Größe von Partikelagglomeraten steigt auch die r2-Relaxation deutlich.
Experimente zeigen, dass es einen linearen Zusammenhang zwischen der r2-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 können hierbei konstruktiv oder destruktiv wechselwirken und dadurch
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die Inhomogenität des Magnetfeldes erhöhen, was zu einer schnelleren Dephasierung der
Spins in der Umgebung führt. [77] Die r1-Relaxation nimmt bei der Agglomeration von
Nanopartikeln stark ab, da die Partikel innerhalb des Clusters nicht in Kontakt mit Was-
ser Molekülen kommen, wodurch die Spin-Gitter Relaxation abnimmt. Aufgrund dessen
sollte die Agglomeration von Partikeln für die Entwicklung eines T1-Kontrastmittels auf
SPION Basis unterdrückt werden, da auch kleine Agglomerate sich negativ auswirken.
Bei der Entwicklung eines T2-Kontrastmittels hingegen verbessern sich die Eigenschaften
durch eine Agglomeration und kann auch erwünscht sein. Auf SPION basierte T2 Kon-
trastmittel wie zum Beispiel Resovist® und Ferridex® nutzen dies aus. Sie bestehen aus
circa 5 nm großen Partikeln die in Clustern mit einem hydrodynamischen Durchmesser
von ungefähr 120 nm vorliegen. [68]

3.6 Magnetische Partikel Tomographie

Die Grundlagen für 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 räumlichen und
zeitlichen Auflösung abbilden lassen. Im Jahr 2002 bauten Gleich und Weizenecker
den ersten Prototyp, der in der Lage war erste Bilder aufzunehmen. [78,79] Im Gegensatz
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
SPIONs 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® gefüllter Schlauch
und seine Projektion in einen MPT Scanner gezeigt.

Abbildung 14: Foto von einem mit 50 mM Resovist® gefüllten Schlauch und dessen
Projektion in einem MPT Scanner. Diese Abbildung wurde übernommen mit Erlaubnis

aus Projection Reconstruction Magnetic Particle Imaging ©2013 IEEE. [80]

Die MPT basiert auf der nichtlinearen Magnetisierung der SPIONs in einem oszillieren-
den Magnetfeld mit einer Stärke von 0.1 - 20 mT. [78] 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 Intensität 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. [81]
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Abbildung 15: Schematisches Funktionsprinzip einer MPT Messung. Es sind zwei
SPIONs 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 außerhalb des feldfreien Punktes dargestellt. Die Abbildung wurde in
Anlehnung an Knopp und Minard erstellt. [79,81]

Bei der MPT werden zwei sich überlagernde 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 enthält das Partikelsignal nicht nur die Grundfrequenz des angelegten Magnet-
feldes, sondern auch alle höheren harmonischen Frequenzen. Dies ist in Abbildung 15 in
Schwarz dargestellt. Dort wird nur das entstehende Partikelsignal und nicht die Über-
lagerung von Partikelsignal und Grundfrequenz zur Veranschaulichung betrachtet. Das
Partikelsignal bei den höheren Frequenzen ist hierbei ohne Hintergrundrauschen, da an-
dere im Körper enthaltene magnetische Substanzen, wie zum Beispiel Eisen, ein lineares
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Magnetisierungsverhalten zeigen und somit keine höheren Frequenzen enthalten. Durch
die Intensität dieser harmonischen Frequenzen kann direkt auf die SPION Konzentration
im feldfreien Punkt zurückgeschlossen werden. [79] In Blau in der Abbildung 15 ist das Ver-
halten der SPIONs außerhalb des feldfreien Punktes dargestellt. Diese Partikel befinden
sich in dem Bereich der Sättigungsmagnetisierung, wodurch diese Partikel auf das ange-
legte oszillierende Magnetfeld kaum Signal geben. Dadurch haben die SPIONs außerhalb
des feldfreien Punktes nur wenig Einfluss auf das detektierte Signal. Um eine räumliche
Auflösung 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. [78,79,81]

Um ein möglichst hohes Signal zu erreichen, sollten die Eisenoxide eine möglichst hohe
Magnetisierung bei der relativ geringen angelegten Feldstärke des oszillierenden Magnet-
felds von 0.1 - 20 mT besitzen. Zum anderen müssen die SPIONs schnell genug relaxieren
können, um der Frequenz des Magnetfelds zu folgen. Sind die SPIONs nicht in der Lage
schnell genug zu relaxieren, können sie dem angelegten Magnetfeld nicht folgen und ein
großer Teil des Signals geht verloren.

Magnetische Nanopartikel können über zwei verschiedene Mechanismen relaxieren und
dem angelegten Magnetfeld folgen. Diese beiden Relaxationsmechanismen sind die Néel
und Brown Relaxation.
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Abbildung 16: Schematische Darstellung der Brown und Néel-Relaxation
magnetischer Nanopartikel in Anlehnung an Knopp. [79]
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Bei der Néel-Relaxation τN ändert sich nur die Magnetisierungsrichtung und nicht die
Ausrichtung des Nanopartikels. Hierbei muss die Magnetisierung über die leichten Achsen
heraus rotieren. Die Néel-Relaxation kann durch Gleichung 3.23 beschrieben werden.

τN = τ0exp(KAV

kBT
) (3.23)

Hierbei ist KA die Anisotropiekonstante und V das Volumen des Partikels. Bei der
Brown Relaxation rotiert das gesamte Partikel und ändert dadurch seine Magnetisie-
rungsrichtung. Die Brown-Relaxationszeit kann nach Gleichung 3.24 beschrieben wer-
den.

τB = 3ηV H

kBT
(3.24)

Hierbei ist η die Viskosität des Lösungsmittels und V H das hydrodynamische Volumen.
Die gesamte Relaxationszeit eines magnetischen Nanopartikels setzt sich aus der Brown
und Néel-Relaxation zusammen und wird durch Gleichung 3.25 beschrieben.

τ = τBτN

τB + τN
(3.25)

Dadurch ergibt sich, dass die kürzere Relaxationszeit für die gesamte Relaxationszeit
bestimmend ist. [79]

Diese beiden Effekte sind gegenläufig, da kleinere Partikel schneller relaxieren und dem
Magnetfeld folgen können, aber größere Nanopartikel eine höhere Magnetisierung auf-
grund der sogenannten Spin Glas Struktur auf der Oberfläche der Nanopartikel besitzen.
Für ein möglichst gutes Signal sollten die Eisenoxide bei geringen Feldstärken schon in
Sättigung sein, da dadurch der feldfreie Punkt kleiner sein kann. Mit der Partikelgröße
nimmt auch die Größe des dynamischen Bereichs der Magnetisierung ab, aber ab einer
Nanopartikelgröße von circa 25 nm sind die Partikel nicht mehr superparamagnetisch und
gehen zu einem ferromagnetischen Verhalten über. 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 SPIONs sind in der Lage schneller zu relaxieren und können damit dem angelegten
Magnetfeld leichter folgen. [79]
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Kapitel 4

Zielstellung

Die Synthese von großen Mengen an biokompatiblen Eisenoxidnanopartikeln mit einer
guten Kontrolle über ihre Größe und Größenverteilung ist bis heute ein Problem, wel-
che die klinische Anwendung von SPION zurückhält. [25] Ziel dieser Dissertation war die
Synthese und Charakterisierung von Eisenoxidnanopartikeln für die Verwendung in unter-
schiedlichen biomedizinischen Anwendungen. Die Nanopartikel sollten über eine Synthese
hergestellt werden, welche sich einfach skalieren lässt und in der möglichst keine kanzero-
genen Chemikalien verwendet werden, um eine hohe Biokompatibilität zu gewährleisten.
Der Einfluss der Agglomeration von SPIONs auf ihren Magnetismus und ihre Eignung in
MRT und MPI 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 geprüft werden, ob die Synthese auf einem Fluss-
reaktor übertragbar ist, um eine hohe Reproduzierbarkeit und Skalierbarkeit zu gewähr-
leisten. Die hergestellten USPIONs sollten anschließend mit unterschiedlichen Methoden
im wässrigen System stabilisiert werden mit dem Ziel der Herstellung von Nanopartikeln,
die eine sehr gute Eignung als T1-Kontrastmittel zeigen.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollten die hergestellten Eisenoxidnanopartikel kontrolliert
agglomeriert werden, um Cluster in einem Größenbereich 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 anschließend untersucht werden.

In dem dritten Teilbereich dieser Arbeit sollten große Eisenoxid Cluster in einem Grö-
ßenbereich von 200- 700 nm im Rahmen des Mankind Projektes hergestellt werden. An-

45



46 KAPITEL 4. ZIELSTELLUNG

schließend 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
können und magnetofluoreszente Konstrukte erzeugen. Diese können anschließend mit
Hilfe eines Magneten aus der Lösung entfernt werden, um Biofluoreszenz zu vermeiden.



Kapitel 5

Ergebnisse und Diskussion

SPIONs sind durch ihre außergewöhnlichen magnetischen Eigenschaften und ihrer hohen
Bioabbaubarkeit für medizinische Anwendungen, wie die Magnetresonanztomographie,
magnetische Partikel Tomographie, Hyperthermie und den gezielten Wirkstofftransport
von sehr hohem wissenschaftlichem Interesse. [9] Die magnetischen Eigenschaften der SPI-
ONs werden stark durch ihre Kristallinität, Größe, Form, Aggregationsgrad und Kristall-
struktur beeinflusst. [30]

Eisenoxide wurden schon ausgiebig in der Anwendung als T2-Kontrastmittel in der MRT
untersucht und zeigten lange Bluthalbwertszeiten und eine geringe Toxizität. [77,82] Durch
Modifizierung der Liganden bieten SPIONs die Möglichkeit ihre Eigenschaften stark zu
verändern und ihre Stabilität im Körper zu erhöhen. Bei den meisten Eisenoxiden binden
kurz nach kurzer Zeit im Blutkreislauf Plasmaproteine an die Oberfläche, welche die Auf-
nahme von Makrophagen erleichtern. [83] Eine Stabilisierung mit Polyethylenglykol (PEG)
Liganden, kann die Bindung von diesen Plasmaproteinen unterdrücken und bietet eine
hohe Stabilität der SPIONS durch sterische Abstoßung. [84] Der hydrodynamische Radius
und die Ladung der Partikel spielen eine große Rolle bei der Stabilität von SPIONs im
Blut. Sowie hohe positive und auch negative geladene Ligandenhüllen führten zu einer
schnellen Aufnahme von Macrophagen. [85] Viele dieser Ergebnisse sind aber nicht unter-
einander konsistent, da häufig die experimentellen Bedingungen und die Grundpartikel in
den Studien unterschiedlich sind. [86] Auch der hydrodynamische Radius der verkapselten
SPIONs hat einen großen Einfluss auf ihre Bluthalbwertszeit, sowie den Ausscheidungsweg
aus dem Körper. SPIONs mit einem hydrodynamischen Radius von über 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. [86] Somit hat neben den SPIONs
selber, auch ihre Ligandenhülle und der hydrodynamische Durchmesser einen sehr großen
Einfluss auf ihre Eigenschaften im Körper.
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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. [87] Diese Synthese wurde optimiert, um die Stabilität in
Lösung zu optimieren und die Größe, Kristallstruktur und den Aggregationsgrad präzise
steuern zu können. Die in dieser Arbeit verwendete Polyolsynthese zeichnet sich durch
ihre ausgezeichnete Biokompatibilität aus, da als Nebenprodukt der Synthese nur Natri-
umchlorid gebildet wird und kanzerogene Lösungsmittel vermieden werden.

Die Ergebnisse in dieser Arbeit sind in drei verschiedene Unterkapitel aufgeteilt, die jeweils
die Optimierung der Synthese und der Eigenschaften der SPIONs für unterschiedliche me-
dizinische Anwendungen thematisieren.

Das erste Unterkapitel behandelt die Herstellung von SPION basierten T1-Kontrastmitteln
und den Transfer auf ein Flusssystem, um die Reproduzierbarkeit, den Durchsatz und die
Skalierbarkeit der Synthese signifikant zu erhöhen. Hierfür wurde die Hochtemperatur-
Hydrolyse von chelatisierten Eisen(III)- und Eisen(II)- Diehtylenglykolkomplexen nach
Goloverda et al. optimiert, um möglichst kleine Eisenoxide <5 nm sogenannte USPI-
ONs als T1-Kontrastmittel zu erhalten. [87] Anschließend wurde ein Transfer dieser opti-
mierten Polyolsynthese auf eine Flusssynthese durchgeführt, um eine hohe Reproduzier-
barkeit und Skalierbarkeit zu erreichen. Die SPIONs wurden daraufhin mit unterschiedli-
chen Ligandensystemen in Wasser stabilisiert, um ihre Eigenschaften als T1-Kontrastmittel
zu untersuchen und durch die Wahl des richtigen Ligandensystems zu optimieren.

Das zweite Unterkapitel dieser Arbeit behandelt die Entwicklung SPION basierter Tra-
cer für die magnetische Partikel Tomographie. Hierfür wurde der Agglomerationsgrad
der SPIONs gezielt über Methoden zur kontrollierten Aggregation gesteuert. Agglomera-
te zeigen oft durch konstruktive und destruktive Wechselwirkungen untereinander stark
unterschiedliches magnetisches Verhalten gegenüber einzelnen SPIONs. [88] Durch die in
dieser Arbeit verwendeten Methoden konnten Partikelaggregate mit einem hydrodynami-
schen Durchmesser von bis zu 120 nm hergestellt werden. Diese Partikelaggregate wurden
anschließend durch Messungen im MPS auf ihre Eignung als MPT-Tracer untersucht.

Im dritten und letzten Unterkapitel dieser Arbeit wurden große SPION Partikelagglome-
rate mit einer Größe von 200 bis zu 700 nm über die evaporations-induzierte Selbstas-
semblierung (EISA) hergestellt. Diese magnetischen Suprapartikel wurden anschließend
im Rahmen des Projektes zur Entwicklung magnetofluoreszenter NanoKonstrukte für
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den Einsatz in Hochdurchsatz und Point of Care Diagnostik (Mankind) und mit flou-
reszierenden CdSe Quantendots gekoppelt. Durch die weit überlegende Fluoreszenz der
gekoppelten QDs gegenüber konventionellen Farbstoffen können diese Konstrukte virale
Antigene in sehr geringer Konzentration bestimmen. Durch die hohe Sensitivität dieser
Nanokonstrukte ist es theoretisch möglich, 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 T1 Kontrastmittel

Gadoliniumbasierte Kontrastmittel sind sehr weit veFrbreitet und werden im MRT in
40 % aller Messungen verwendet. [49] gadoliniumbasierte T1-Kontrastmittel besitzen gerin-
ge Bluthalbwertszeiten, sodass oft für die Messung von zeitaufwändigen hochauflösenden
MRT-Messungen mehrere Kontrastmittel Zugaben erfolgen müssen. [49] Aufgrund von Ga-
dolinium Ablagerungen in Patienten und dem Rückruf mehrerer auf gadoliniumbasieren-
den Kontrastmitteln, ist die Erforschung von alternativen T1-Kontrastmitteln von hohem
wissenschaftlichem Interesse. [67] Sehr kleine SPIONs mit einer Größe von unter fünf Na-
nometern, sogenannte ultrasmall superparamagnetic iron oxide nanoparticle (USPION),
zeigen ein hohes Potential als Ersatz für die gadoliniumbasierten Kontrastmitteln. Durch
die geringe Partikelgröße ist ihre Magnetisierung stark reduziert, wodurch auch ihr Ein-
fluss auf die T2-Relaxationszeit stark abnimmt. Durch Optimierung der Ligandenhülle
kann die Wassermobilität an der Nanopartikeloberfläche und somit ihr Einfluss auf die
T1-Relaxationszeit erhöht werden. USPIONs zeigen ein gutes r1 zu r2 Verhältnis, eine
hervorragende Biokompatibilität, eine lange Bluthalbwertszeit und eine sehr hohe Flexi-
bilität durch die Modifizierung der Ligandenhülle. Neben der Suche nach der richtigen
Ligandenhülle ist eine der großen Hürden, um USPIONs im klinischen Maßstab als T1-
Kontrastmittel nutzen zu können, die Suche nach einer biokompatiblen Synthese, mit der
sich USPIONs in großen Mengen, mit hoher Reproduzierbarkeit und mit geringen Kosten
synthetisieren lassen. [6,51]

Im Rahmen dieser Arbeit wurden USPIONs über eine Polyolsynthese in Anlehnung an
eine Synthese nach Goloverda et. al. hergestellt. [87] Diese Synthese wurde optimiert
und anschließend auf ein Flussreaktorsystem übertragen, um eine hohe Reproduzierbar-
keit und Skalierbarkeit dieser Synthese zu erhalten. Anschließend wurden die USPIONs
im wässrigen Medium mit unterschiedlichen Liganden stabilisiert und auf ihre Eignung
als T1-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. [87] Diese Synthese unterscheidet sich von den klassischen
Polyolsynthesen, durch die Verwendung wasserfreier Edukte, wodurch die Wassermenge
in der Synthese kontrolliert wird und die Stabilität einzelner Partikel erhöht wird. Um
eine wasserfreie Eduktlösung zu erhalten werden wasserfreie Eisenvorläuferverbindungen
genutzt und Natrium statt Natriumhydroxid als Base. Durch diese Änderungen kann der
Wassergehalt anschließend präzise durch Wasserzugabe bei Temperaturen von 160 bis
180 ℃ gesteuert und die Nukleation ausgelöst werden. Ist die Wassermenge in der Reak-
tionslösung zu hoch, nukleieren die Nanopartikel schon während der Heizphase und die
Partikelstabilität in Lösung 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 Reaktionslösung ermöglicht die Durch-
führung einer klassischen hot injection Synthese, in der die Partikelnukleation kontrolliert
über die Zugabe einer definierten Wassermenge erfolgt. Durch diese Änderungen wird ei-
ne Aggregation der einzelnen Nanopartikel in der Reaktionslösung unterdrückt und eine
höhere Kontrolle über Nukleation und Wachstum ermöglicht. [87,89]

In Abbildung 17 und Tabelle 3 ist ein Probenzug aus einer hot injection Synthese über
60 min bei 230 ℃ exemplarisch dargestellt. Der Probenzug wurde schon im Rahmen
der Masterarbeit gezeigt. Für ein besseres Verständnis des Partikelwachstums, wird der
Reaktionsverlauf hier diskutiert. [90]
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Abbildung 17: TEM-Bilder des Wachstumsverlaufs der SPIONs in der hot injection
Reaktion in Anlehnung an Goloverda et al. [87], in einem Zeitraum von bis zu 60 min
nach der Injektion der Eduktlösung. Für 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. [90]

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

Reaktionszeit
/min

Mittelwert
/nm

Standardabweichung
σ/%

5 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 ungefähr
15 min bei 230 ℃ abgeschlossen ist. In den folgenden 45 min findet praktisch kein Parti-
kelwachstum mehr statt und der Partikeldurchmesser, sowie die Größenverteilung ändert
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sich nur wenig. Somit ist das Partikelwachstum in dieser Synthese bereits nach ungefähr
15 min beendet. Da die Partikel nicht langzeitstabil in der DEG Lösung sind, wird ein
Ligandenaustausch mit Oleylphosphat durchgeführt, 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 für alle durchgeführten Kol-
bensynthesen dargestellt.

20 40 60 80
0

50

100

no
rm

. I
nt

en
si

tä
t

Winkel 2q/ °

 SPION 6.6 nm
 Magnetit
 Maghemit

Abbildung 18: XRD Diffraktogramm von 6.6 nm ± 14 % SPIONs mit Referenzkarten
für Magnetit (blau 00-019-0629) [91] und Maghemit (grün 00-039-1346) [92].

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
vollständig 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 ähneln. [93] Um den Maghemit Anteil in den SPIONs
zu bestimmen, müsste eine Mößbauer Messung durchgeführt werden um das Verhältnis
von Eisen(III) zu Eisen(II) in den Partikeln zu bestimmen.

Durchgeführte Mößbauer-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. [94]
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5.1.2 Flusssynthese

USPIONs sind für die Anwendung als biokompatible T1-Kontrastmittel von hohem wis-
senschaftlichem Interesse, um die Risiken durch die gadoliniumbasierten Kontrastmittel
zu verringern. Eine der großen Herausforderungen um USPIONs in klinischen Anwen-
dungen zu nutzen, liegt derzeit noch bei der Entwicklung einer Synthese, mit der große
Mengen an USPIONs mit einer hohen Reproduzierbarkeit und geringen Kosten syntheti-
siert werden können. [76]

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Hochtemperatur Hydrolyse von Eisendiethylengly-
kolat Komplexen zur Herstellung von USPIONs auf eine kontinuierliche Flusssynthese
überführt. Flusssynthesen bieten gegenüber den Kolbensynthesen eine hohe Reproduzier-
barkeit, schnellen Wärmeaustausch, erhöhte Kontrolle über das Mischungsverhalten durch
die Auswahl geeigneter Mischstrukturen, genaue Kontrolle des Verhältnisses der Edukt-
lösungen durch Steuerung der Flussraten, sowie die Möglichkeit eines kontinuierlichen
Betriebes. Durch einen kontinuierlichen Betrieb des Flussreaktors ist eine Produktion
von großen Mengen an Nanopartikeln über lange Zeiträume mit geringem Personalauf-
wand möglich, wenn genügend Sicherheitsvorkehrungen und Notfallabschaltungen vorhan-
den sind, um Defekte schnell zu detektieren. Ein signifikanter Vorteil der Flusssynthese
gegenüber der Kolbensynthese ist der leichte Transfer auf eine industrielle Produktion,
durch zum Beispiel numbering up. Es ist möglich mehrere zehntausende Rohre mit gerin-
gem Durchmesser nebeneinander zu heizen, wodurch die Reaktionsbedingungen, wie zum
Beispiel der Wärmeaustausch und Mischverhältnis relativ gleich zum Einzelrohrreaktor
bleiben und eine signifikante Hochskalierung erreicht wird. [95]

Bei einer Hochskalierung im Kolben oder dem großtechnischen Äquivalent, dem Rührkes-
sel, wird meistens das Volumen erhöht, wodurch das Oberfläche zu Volumen Verhältnis
sich stark verändert, was wiederum den Wärmeaustausch und die schnelle Durchmischung
erschwert. Nachteilig an Flusssynthesen ist, dass sie recht inflexibel gegenüber größeren
Änderungen in der Synthese sind. Weiterhin ist die Bildung von gasförmigen 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. Für Mikrore-
aktoren ist die richtige Wahl des Reaktors von hoher Wichtigkeit, da häufig laminares
Fließverhalten auftritt. Hierbei bildet sich ein Strömungsprofil aus, indem die Lösung
in der Mitte des Rohres am schnellsten fließt. Zur Rohrwand nimmt hierbei die Strö-
mungsgeschwindigkeit parabolisch ab. Dies würde zu einer Verweilzeitverbreiterung der
Nanopartikel im Reaktor führen 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 ermöglichen. Die Reaktion ist wie in Abbildung 17 gezeigt schon
nach 15 min abgeschlossen, wodurch die Schlauchlänge und damit auch der Druck auf das
System nach der Gleichung von Hagen-Poiseuille gering gehalten werden kann. [96–98]

V⃗ = π · r4∆p

8 · ηl
(5.1)

Durch die Hagen-Poiseuille-Gleichung ergibt sich ein Druckanstieg ∆p bei einer Ver-
längerung des Rohres l, bei konstanten Volumenstrom V⃗ , Viskosität der Flüssigkeit η und
Innenradius des Rohres r.

Die geringe Reaktionstemperatur von 180 ℃ und die Verwendungen von schwer ent-
zündlichen Chemikalien mit hohen Siedepunkten (Ts DEG = 245 ℃) ermöglicht die Ver-
wendung von Schläuchen aus Polyetheretherketonen (PEEK) und es besteht keine Gefahr
einer Entzündung durch austretende Reaktionslösung von eventuellen Undichtigkeiten
oder Beschädigungen.

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 Vorläuferverbindungen aus zum einen Eisen(III)-chlorid, Eisen(II)-chlorid und
Natriumdiethylenglykolat (rot) und zum anderen eine Mischung aus Diethylenglykol und
Wasser (blau). Diese Vorläuferlösungen werden mittels eines kontinuierlichen Spritzen-
pumpensystems mit einer konstanten Flussrate gepumpt. Um einen konstanten Fluss
ohne Schwankungen in der Flussgeschwindigkeit zu ermöglichen, sind die Spritzen mit
Drucksensoren ausgestattet. Wenn eine Spritze fast leer gepumpt wurde, übernimmt die
zweite vorher gefüllte Spritze, wobei der Gesamtdruck beider Spritzen konstant gehalten
wird, um die Flussrate bei dem Wechsel der Spritzen konstant zu halten. Anschließend
werden die Vorläuferlösungen in einen mittels eines Ölbades 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. [99] Um die Wachs-
tumszeit zu verlängern, wird die Nanopartikel Lösung in einen Wachstumsofen geleitet.

In der folgenden Abbildung ist ein Foto des Flussreaktors zur Synthese von USPIONs,
sowie die TEM-Bilder und Größenstatistik 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 Größenstatistik.

Um zu überprüfen, ob ein laminarer Fluss vorliegt wird die Reynolds Zahl bestimmt. [95]

Die Reynoldszahl ist eine dimensionslose Kennzahl für Reaktoren, welche es ermöglicht
das Verhalten der Lösungen in unterschiedlichen Reaktoren zu vergleichen. In Flussre-
aktoren liegt unter einer Reynolds Zahl von ≈ 2300, der kritischen Reynoldszahl Rekrit,
ein laminares Strömungsverhalten vor und oberhalb ein turbulentes. Die Reynoldszahl
errechnet sich aus Gleichung 5.2. [95]

Re = ud

v
(5.2)

Hierbei ist u die Strömungsgeschwindigkeit, d der Rohrinnendurchmesser und v die kine-
matischen Viskosität der Flüssigkeit.

Mit einem Innendurchmesser von 0.75 mm, einer kinematischen Viskosität von 29 mm2/s
bei 25 ℃ [100] 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 ℃.

Re =
1.89 · 10−3 m

s · 0.00075 m
29 · 10−6 m2

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

u =
0.5 · 10−6 m3

min · 4
60 · π(0.00075 m)2 = 0.189m

s (5.4)

Da die kinematische Viskosität bei steigender Temperatur sinkt, würde die Reynolds-
zahl steigen. Da die Reynoldszahl aber so gering ist, ist davon auszugehen, dass auch bei
180 ℃ 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
führt dazu, dass die Partikel am Rand des Rohres eine längere Verweilzeit im Flussreaktor
besitzen als die Partikel in der Mitte des Rohres, was zu einer breiteren Größenverteilung
führen kann. [95]

Somit besitzt die Verweilzeitverteilung einen sehr großen Einfluss auf die gebildeten Nano-
partikel. Da reale Reaktoren sich von den idealen Systemen stark unterscheiden, wurde ei-
ne Verweilzeitbestimmung durchgeführt. Die Verweilzeit wurde über eine Sprungfunktion
mit Rhodamin 101 als Tracer durchgeführt. Hierbei wird ab einem bestimmten Zeitpunkt
die Farbstofflösung durch den Reaktor gepumpt und über einen UV-Vis Detektor am
Reaktorende wurde die Farbstoffkonzentration bestimmt. Bei einem idealen Strömungs-
verhalten würde das Rhodamin 101 nach τR = 1 in der Ausgangskonzentration detektiert
werden. Hierbei ist τR die reduzierte Verweilzeit, welche sich aus dem Quotienten der Zeit
t geteilt durch die hydrodynamische Verweilzeit bestimmen lässt. [95]

τR = t

τH

(5.5)

Die hydrodynamische Verweilzeit τH ist hierbei das Reaktorvolumen Vr geteilt durch den
Volumenstrom Vs .

τH = Vr

Vs

(5.6)

Die Verweilzeitverteilung eines Flussreaktors mit laminaren Fluss kann nach Gleichung
5.7 beschrieben werden.

F (τR) = 1 − 1
4τ 2

R

(5.7)

Diese Gleichung gilt nur in einem Bereich von τR ≥ 0.5. In dem Bereich von 0 ⪯ τR ≺ 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) gegenüber der reduzierten Verweilzeit zur Bestimmung der

Verweilzeitverteilung.

Die gemessenen Verweilzeitverteilungen ähneln sich sehr und liegen zwischen τR 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 Strömungsverhalten entfernt. Es kann davon ausgegangen werden,
dass in den split and combine Mischer turbulentes und in den Wachstumsofen laminares
Flussverhalten vorliegt. Dies erklärt 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 Einflüsse der Reaktionsparameter auf den Partikeldurchmesser der hergestell-
ten USPIONs und der Größenverteilung 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 Größenverteilung dargestellt.
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Abbildung 22: Einfluss der Flussrate bei einer Konzentration der Eduktlösung von 111
und 150 mmol/L (A) und der Temperatur des Wachstumsofens (B) auf die

Partikelgröße.

Bei einer Konzentration von 111 mmol/L zeigt eine Änderung der Flussrate nur einen
sehr geringen Einfluss auf die Partikelgröße. Die Größenverteilung nimmt aber mit stei-
gender Flussrate zu. Das ist vermutlich auf den laminaren Fluss zurückzuführen. Die
mittlere Verweildauer im Wachstumsofen bei einem Fluss von 1.5 ml/min beträgt nur
noch drei Minuten und durch den parabolischen Verlauf der Strömungsgeschwindigkeit
im laminaren Fluss, ist die Verweildauer der Lösung in der Mitte des Rohres so gering,
dass die Wachstumsphase nicht abgeschlossen ist und die Größenverteilung ansteigt. In
der Verweilzeitverteilung stieg die Rhodamin Konzentration schon nach 4 min 20 s an
und die Sättigung war nach 8 min erreicht. Aufgrund dessen ist für einen Teil der SPIONs
die Reaktionszeit zu gering, wodurch sich die Größenverteilung 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 verlängerte Zeit
im Flussreaktor, war die Wachstumsphase ausreichend lang und die Größenverteilung ist
enger. Bei einer Konzentration von 150 mmol/L ist der Partikeldurchmesser zuerst bei
einer Gesamtflussrate von 0.5 mL/min größer, nimmt dann aber wieder schnell ab. Dies
ist wahrscheinlich auch auf eine nicht ausreichend lange Wachstumsphase bei höheren
Flussraten zurückzuführen. Bei einer Temperatur des Wachstumsofens von 160 ℃ ist der
Partikeldurchmesser deutlich geringer als bei 180-190 ℃.

In Abbildung 23 wird der Einfluss der Eisenkonzentration bei einer gleichbleibenden Fluss-
rate von 0.5 ml/min auf die Partikeldurchmesser und Größenverteilung verglichen.
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Abbildung 23: Einfluss der Eisenkonzentration in der Eduktlösung auf den
Partikeldurchmesser bei einer Flussrate von 0.5 ml/min. Der Partikeldurchmesser der

USPIONs bei einer Eisenkonzentration von 150 mmol L−1 und Flussraten von 0.75 und
1.00 ml/min sind zusätzlich gezeigt, um den Trend in der Partikelgröße zu zeigen.

Mit einer Erhöhung der Konzentration ist ein schwach abnehmender Trend des Partikel-
durchmessers der synthetisierten USPIONs zu erkennen. Es ist davon auszugehen, dass der
Punkt bei einer Eisenkonzentration von 150 mmol L−1 und einer Flussrate von 0.5 ml/min
nur ein Ausreißer 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 Erhöhung der Eisenkonzentration
auf 224 mmol/L führte zu mehrfachen Verstopfungen im Reaktor.

In Abbildung 24 (links) ist die Varianz der Partikelgrößenverteilung innerhalb einer Syn-
these dargestellt und der Synthesen unter gleichen Reaktionsbedingungen untereinander.
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Abbildung 24: Verfolgung der Partikelgrößenänderung im Laufe einer Flusssynthese
durch Probenzug bei drei unterschiedlichen Synthesen (links) und Partikelgröße von 4

Flusssynthesen unter gleichen Reaktionsparametern zur Untersuchung der
Reproduzierbarkeit (rechts).

Innerhalb einer Synthese zeigten die synthetisierten Nanopartikel praktisch die gleiche
Größe und Größenverteilung. Unterschiedliche Flusssynthesen unter gleichen Bedingun-
gen zeigten nur eine sehr geringe Varianz in ihrer Größe und Größenverteilung. Dies
verdeutlicht die hohe Reproduzierbarkeit der Flusssynthese.

Unter den Standardbedingungen können 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 ℃ und einer Temperatur des Wachs-
tumsofens von 180 ℃ hergestellt werden. In Abbildung 25 ist ein Phasentransfer nach
einer Flusssynthese unter den Standardbedingungen, sowie TEM-Übersichtsbilder 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 Nachspülung, sowie TEM-Bilder der Probe nach 60 min.

Nach dem Phasentransfer ist die Reaktionslösung nur noch schwach gefärbt, wodurch
von einem hohen Umsatz der Eisenvorläuferverbindung ausgegangen werden kann. Der
höchste an diesem Flussreaktor erfolgreich getestete Durchsatz beträgt 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 stärkere Färbung der DEG-Lösung nach dem Phasen-
transfer auf, wodurch von einem geringeren Umsatz ausgegangen werden kann. Weiterhin
wiesen die unter diesen Bedingungen erhaltenen SPIONs eine sehr breite Größenvertei-
lung auf. Um den Durchsatz weiter zu erhöhen, sollte die Zeit in dem Wachstumsofen
verlängert werden.

5.2 Stabilisierung im wässrigen Medium

Der Einfluss von SPIONs auf die T1-Relaxationszeit wirkt vor allem durch Interaktio-
nen der SPIONs mit Wasser in der Nähe der Partikeloberfläche, der sogenannten inneren
Sphäre. Aufgrund dessen ist der T1-Kontrast der SPIONs stark von der Ligandenhül-
le der Partikel abhängig. Durch die Verwendung unterschiedlicher Liganden kann die
Wassermobilität τm in der Nähe der Nanopartikeloberfläche und die Konzentration von
Wassermolekülen in der inneren Sphäre des Nanopartikels gesteuert werden. Um die her-
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gestellten Nanopartikel auf ihre Eignung als T1-Kontrastmittel zu untersuchen, wurden
die hergestellten SPIONs über drei unterschiedliche Methoden und Liganden in Wasser
stabilisiert. Über 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. [101] Bei dieser Methode bleibt die organische
Ligandenhülle um die Partikel bestehen, was die Wassermobilität in der Nähe der Parti-
keloberfläche einschränkt.

In einer zweiten Methode zur Stabilisierung der SPIONs in Wasser wurden sie direkt nach
der Synthese mit PEG-Phosphat als Ligand in einer wässrigen Lösung stabilisiert. Da-
durch sind die Partikel von einer durchgehenden wasserlöslichen Ligandenhülle umgeben.
In der dritten Methode wurde ein Ligandenaustausch mit Polymaleinsäure-alt-dodecan
nach dem Transfer in die organische Phase durchgeführt. Durch diese drei Methoden
wurden USPIONs im Wasser stabilisiert und als T1-Kontrastmittel untersucht. Der Auf-
bau der Ligandenhülle ist aber bei allen drei Methoden unterschiedlich, was sich auf die
Wassermobilität in der Nähe der Partikeloberfläche und somit den T1-Kontrast auswirkt.
Für die Untersuchungen der Partikel im Relaxometer wurden für die Stabilisierung mit
den PEG-Phosphat Liganden und die mizellar mit Polysorbat 80 stabilisierten SPION die
gleichen Nanopartikel verwendet um den Einfluss der organischen Ligandenhülle auf das
T1-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. [101] Hierfür werden die Partikel nach dem Phasentransfer mit Oleylphosphat mit
Aceton gefällt, zentrifugiert und in THF aufgenommen. Anschließend wird ein Tensid,
wie Polysorbat 80 oder ein Diblockcopolymer, wie zum Beispiel PI-b-PEG, in THF ge-
löst hinzugegeben. Anschließend werden die Partikel über 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 können die Scherkräfte 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 ursprüngliche hydrophobe Li-
gandenhülle 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-
Übersichtsbild dargestellt.
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Abbildung 26: DLS Messungen vor und nach der mizellaren Stabilisierung von 3 nm
SPIONs mit Polysorbat 80 und TEM Übersichtsbild nach der Stabilisierung.

Die in Abbildung 26 dargestellten DLS Messungen und das TEM Übersichtsbild sind von
den selben 3 nm USPIONs, welche auch für die Stabilisierung mit dem PEG-Phosphat
Liganden verwendet wurden. Die Größenzunahme 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-Übersichtsbild
erkennbar.

5.2.2 Direkte Stabilisierung nach Synthese

Direkt nach der Synthese sind die Partikel in DEG stabilisiert. Für die Langzeitlagerung
werden die USPIONs normalerweise mit Oleylphosphat in Toluol stabilisiert, da aufgrund
des hohen pH-Wertes der Nanopartikellösung die direkte Stabilisierung herausfordernd ist.
Viele wasserlösliche Liganden, wie zum Beispiel Zitronensäure, Weinsäure und Dopamin
waren nicht in der Lage die Partikel in diesem hohen pH-Bereich einzeln zu stabilisieren.
PEG ist aber relativ unempfindlich gegenüber Änderungen im pH-Wert und aufgrund
dessen konnten die Partikel durch Zugabe einer wässrigen PEG-Phosphat Lösung direkt
nach der Synthese in Wasser stabilisiert werden. Somit konnten Partikel mit einer Ligan-
denhülle modifiziert werden, die eine hohe Mobilität der Wassermoleküle bis zur Parti-
keloberfläche gewährleistet. In der folgenden Abbildung ist neben der Volumenverteilung
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der mit PEG-Phosphat stabilisierten USPIONs noch ein Blindexperiment, in dem nur
Wasser ohne PEG-Ligand zu der DEG Reaktionslösung 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-Übersichtsbild 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-Übersichtsbild 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 USPIONs mittels des PEG-Phosphat Liganden wurden die Nanopartikel mittels KBr
FTIR-Messungen untersucht.

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 CH2 Deformationsschwingung bei 842 cm−1, C-O Deformations-
schwingung bei 960 cm−1 und das Triplett der C-C und C-O Streckschwingungen bei
1000-1200 cm−1 sind deutlich im FTIR Spektrum des PEG-Phosphats und der modifi-
zierten Partikel zu finden. [102]

5.2.3 Ligandenaustausch

Weitere Partikel wurden mit Polymaleinsäure-alt-dodecyl (PMADD) nach einer Methode
nach Pellegrino et al. verkapselt. [103] Hierfür wurden die Partikel aus Tetrahydrofuran
mit dem Polymaleinsäure-alt-decan (4100 g/mol) eingetrocknet und anschließend in einem
TBE-Puffer aufgenommen und mit Hilfe von Ultraschall in Lösung gebracht. In Abbildung
29 ist eine DLS Messung und ein TEM-Übersichtsbild von SPIONs, welche mit Hilfe von
Polymaleinsäure-alt-decan in Wasser stabilisiert wurden, gezeigt.
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Abbildung 29: Mittels DLS bestimmte Volumenverteilung und TEM Übersichtsbild
der 4 nm USPIONs, welche mittels Polymaleinsäure-alt-decan in Wasser stabilisiert

wurden.

Über diese Methode konnten die SPIONs gut im Wasser einzeln stabilisiert werden. In der
DLS-Messung ist die Bildung von Agglomeraten erkennbar, aber der Großteil der Probe
konnte erfolgreich einzeln in Wasser mit dieser Methode stabilisiert werden.

Die USPIONs wurden auch mit PMaDD über einen Ansatz nach Mulvaney in Was-
ser stabilisiert. [104] Hierbei wird das Anhydrid des PMaDD mit den Partikeln vermischt
und durch Zugabe von Ethanolamin erfolgt eine Ringöffnung, wodurch die hydropho-
ben Partikel in Wasser mizellar stabilisiert werden. In Abbildung 30 ist die Ringöffnung
von Polymaleinsäureanhydrid-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
SPIONs durch eine Ringöffnung des Maleinäureanhydrids durch Zugabe von
Ethanolamin in einem Zweiphasensystem (rechts) und einer Blindprobe ohne

Ethanolamin (links). [104]

Bereits nach kurzem Schütteln gehen die SPIONs unter der Zugabe von Ethanolamin in
die wässrige Phase über. Nach 1 h Rühren sind die Partikel nahezu vollständig in der wäss-
rigen Phase stabilisiert. Ohne die Zugabe von Ethanolamin erfolgte kein Phasentransfer
der Partikel.

100 nm

Abbildung 31: Mittels DLS bestimmte Volumenverteilung und TEM-Übersichtsbild
der nach Mulvaney mittels Öffnung des Anhydrids durch Ethanolamin in Wasser

stabilisierten SPIONs. [105]

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 USPIONs nicht gut einzeln stabilisiert werden und ein nicht unsignifikanter Anteil
agglomerierte.



68 KAPITEL 5. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Es wurde auch versucht mit dem Polymaleinsäure-alt-dodecan direkt nach der Synthese
die Partikel zu stabilisieren, aber aufgrund des hohen pH-Wertes der Reaktionslösung ag-
glomerierte ein großer Anteil der SPIONs. Mit der Methode nach Pellegrino et al. [103]

konnten die am besten einzeln stabilisierten USPIONs erhalten werden.

5.2.4 Relaxometrische Messungen

In der Abbildung 32 sind die r1 und r2 Werte ausgewählter USPION Proben mit un-
terschiedlichen Liganden und Magnevist® als Referenz für die gadoliniumbasierten T1-
Kontrastmitteln dargestellt. Gute SPION basierte T1-Kontrastmittel zeigen eine mög-
lichst hohe r1 Relaxivität bei einer geringen r2 Relaxivität.

Abbildung 32: Relaxivitäten von SPIONs unterschiedlicher Größe verkapselt mit
Polysorbat 80, stabilisiert direkt nach der Synthese mit PEG-Phosphat (3 nm PEG) und

SPIONs stabilisiert mit Polymaleinsäure-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 können. Die PEG-Phosphat stabi-
lisierten Partikel zeigen hierbei sehr hohe Werte für r1 und ein sehr gutes r2/r1 Verhältnis.
Die mizellar stabilisierten Partikel zeigen etwas geringere Werte für r2, aber dafür nimmt
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die r1 Relaxivität stark ab. Durch die organische Ligandenhülle der mizellar stabilisierten
USPIONs ist die Wassermobilität in der Nähe der Partikeloberfläche stark eingeschränkt
und die r1 Relaxivität sinkt stark. Die PEG-Phosphat stabilisierten Partikel besitzen eine
durchgängige Ligandenhülle aus PEG, wodurch eine hohe Protonenmobilität in der ge-
samten Ligandenhülle gewährleistet wird.

Zwischen den mit Polysorbat 80 und Polymaleinsäure-alt-decan stabilisierten Partikeln
lassen sich noch weitere Unterschiede erkennen. Die mit PMAD stabilisierten Partikel be-
sitzen deutlich höhere r1 und r2 Relaxivitäten. Dies lässt sich durch den unterschiedlichen
Aufbau der äußeren Sphäre erklären. Die Carbonsäuregruppen im Polymaleinsäure-alt-
decan sind hier möglicherweise in der Lage Protonen schnell auszutauschen und dadurch
zur Relaxation beizutragen. Das PEG im Polysorbat 80 ist zwar hydrophil, kann aber
nicht im gleichen Maße Protonen austauschen.

Die mit Polysorbat 80 stabilisierten Nanopartikel besitzen bei gleicher Partikelgröße eine
geringere r2 Relaxivität. Monte Carlo Simulationen zeigen, dass eine hydrophobe Schicht
um die Nanopartikel die Wassermobilität in Nähe der Partikeloberfläche verringert. Das
führt dazu, dass die Wasserkonzentration nahe der Nanopartikeloberfläche, an der das
induzierte Magnetfeld am höchsten ist, abnimmt, wodurch r2 sinkt. [106] Dies erklärt die
geringere r2 Relaxivität der mit Polysorbat 80 stabilisierten Partikel gegenüber den mit
PEG-Phosphat. Die Polysorbat 80 mizellar stabilisierten SPIONs zeigen auch eine gerin-
gere r2-Relaxivität gegenüber den Polymaleinsäure-alt-decan Partikeln, was sich auch zum
Teil durch die bessere Protonenmobilität der Carbonsäuren im Polymaleinsäure-alt-decan
erklären lässt. Weitere Unterschiede in der r2 Relaxivität sind auf eventuelle Aggregation
der Partikel zurückzuführen. Schon ein geringer Anteil an Aggregaten im Kontrastmittel
erhöht die r2-Relaxation.

Im Folgenden werden die hergestellten T1-Kontrastmittel mit der aktuellen Literatur
verglichen, um ihre Eignung beurteilen zu können. In Tabelle 4 wurden die mit PEG-
Phosphat modifizierten und mit Polysorbat 80 und PMAD mizellar stabilisierten Partikel
mit den besten T1-Kontrastmitteln auf USPION Basis aus einem Review von 2021 mit
dem Thema Iron Oxide Nanoparticles as T1 Contrast Agents for Magnetic Resonance
Imaging: Fundamentals, Challenges, Applications, and Prospectives verglichen. [26] Hier-
bei wurden die hergestellten USPIONs nur mit anderen Messungen bei 1.5 T verglichen,
da die Relaxivitäten von der angelegten Feldstärke abhängen.
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Tabelle 4: Literaturvergleich von USPIONs als T1 Kontrastmittel bei 1.5 T. [26]

Partikel-
durchmesser
/nm

Ligand Liganden
MW/ gmol−1

Hydrody-
namischer
Durchmes-
ser/ nm

r1/
mM−1s−1

r2/
mM−1s−1

r2/r1

3 PEG-Phosphat 2000 15 7.1 15.5 2.18
3 Polysorbat 80 1310 34 1.3 12.3 9.53
4 PMaDD 4100 28 5.1 24.9 4.88

3.5 PEG-Phosphat 750 20 11 28.1 2.55 [107]

3.5 PEG-Phosphat 2000 22 6.8 17.9 2.63 [107]

3.6 PEG-Carbonsäure 600 10 19.7 39.4 2.00 [107]

4.8 Zitronensäure 192 18 14.6 66.9 4.61 [26]

4 Tanninsäure 1701 32 2.25 5.27 2.34 [108]

Die aus der Flusssynthese direkt mit PEG-Phosphat stabilisierten Partikel zeigen ein aus-
gezeichnetes r2/r1 Verhältnis 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
USPIONs ist r1 leicht und r2 erhöht, sowie der hydrodynamische Radius verringert. Dies
ist zum Teil der geringeren Partikelgröße zu verdanken. Den größeren 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-Carbonsäure Partikeln, wo der hydrodynamische Durchmesser
deutlich geringer ist und die Relaxivitäten erhöht sind.

Die besten publizierten T1 Kontrastmittel auf SPION Basis besitzen ein r2/r1 Verhältnis
von ≈ 2. Viele der USPIONs Synthesen liefern nur geringe Mengen an USPIONs, durch
die Synthese oder sind nach der Synthese zuerst im organischen Lösungsmittel stabilisiert
und müssen anschließend noch modifiziert werden. Weiterhin besteht bei diesen Synthe-
sen die Möglichkeit, dass Pyrolyseprodukte an der Nanopartikeloberfläche gebunden sind,
welche vor der klinischen Anwendung am Menschen aufwändig entfernt werden müssen.
Die in dieser Arbeit entwickelte Flusssynthese ermöglicht die Synthese von USPIONs im
g/h Maßstab, welche anschließend direkt nach der Herstellung mit wässrigen Liganden
stabilisiert werden können. Weiterhin lässt sich diese Synthese leicht durch zum Beispiel
Parallelisierung im Rohrreaktor hoch skalieren, um USPIONs im industriellen Maßstab
zu produzieren. Die über die Flusssynthese erhalten USPIONs mit PEG-Phosphat als
Liganden zeigen eine sehr gute Eignung als T1-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 großen Mengen
zu synthetisieren.

5.3 Kontrollierte Agglomeration für MPT-Tracer

Die Signal Detektion und Bildqualität im MPT hängt zum großen Teil von den Eigenschaf-
ten der verwendeten SPION Tracer ab. [7] 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. [69] Diese Ergebnisse waren über-
raschend, da Gleich und Weizenecker zeigten, dass nach der Langevin Theorie nur
die 30 nm Partikel signifikant zum MPT Signal beitragen. Da Nanopartikel dieser Größe
nur 3 % der Eisenmasse in Resovist® ausmachen, konnte sich die guten Tracer Eigenschaf-
ten von Resovist ® nicht erklärt werden. [109] Spätere Studien zeigten, dass sich die kleinen
Aggregate aus ≈ 5.5 nm, welche 30 % der Eisenmasse ausmachen, wie Einzeldomänen
Partikel deutlich größerer SPIONs verhalten. [88] Somit können auch Aggregate kleine-
rer SPION Partikel sehr gute Signale im MPT liefern. Die genaue Kontrolle der Größe,
Größenverteilung, Partikeldurchmesser der einzelnen SPION Kernpartikel, Form der Ag-
gregate und Partikel-Partikel Abstand ist sehr herausfordernd. Selbst kleine Änderungen
in einem dieser Parameter beeinflussen die Dipol-Dipol oder Austauschwechselwirkung in
den Partikelaggregaten signifikant und somit auch das Signal im MPT. [110? ]

Da Resovist® lange Zeit der beste kommerziell erhältliche MPT-Tracer war, wird es häu-
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 führen kann. [7] Mittlerweile sind auch
MPT-Tracer, wie zum Beispiel Perimag®, kommerziell erhältlich, welche ein besseres Si-
gnal und eine geringere Varianz in der Signalstärke 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 Grö-
ßenbereich von 40 bis 410 nm mit einer für Agglomerate dieser Größe sehr guten Größen-
verteilung herstellen lassen. Diese Cluster wurden dann anschließend mit Polysorbat 80
in Wasser mizellar stabilisiert und auf ihre Eignung als MPT-Tracer geprüft.
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5.3.1 Herstellung blumenartiger Partikelagglomerate durch die
ausschließliche Verwendung des Eisen(II)Precursors

Wird nur Eisen(II)chlorid als Eisenvorläuferverbindung in der modifizierten Polyolsyn-
these nach Goloverda et al. [87] 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 ℃ sintern. Solche blumen-
artigen Partikelaggregate sind als MPT-Tracer interressant, da spinaufgelöste Kleinwinkel
Neutronenstreuungs (SANS) Experimente zeigen, dass in solchen blumenartigen SPION
Aggregaten die magnetischen Momente zwischen benachbarten Partikeln bevorzugt par-
allel vorliegen. [111]

Die folgenden beiden Probenzüge wurden schon im Rahmen der Masterarbeit durchge-
führt, werden hier aber noch einmal diskutiert, um den Prozess der Aggregation bei der
Verwendung von ausschließlich Eisen(II)chlorid als Eisenvorläuferverbindung darzustel-
len. [90] In Abbildung 33 und Tabelle 5 ist ein Probenzug einer Reaktion bei 180 ℃ über
195 min mit ausschließlich Eisen(II)chlorid als Eisenquelle gezeigt.

100 nm 100 nm 100 nm

100 nm 100 nm

Abbildung 33: TEM-Bilder des Probenzugs bei 180 ℃ 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 Größenverteilung und die Standardabweichung vom
Mittelwert der Synthese bei 180 ℃ mit ausschließlich Eisen(II)chlorid als Eisenquelle .

Reaktionszeit
/min

Mittelwert
/nm

Standardabweichung
σ/%

15 7.2 20
45 27 16
105 9.9 23
165 26 19
195 27 24

Hier bilden sich nach 15 min deutlich größere Partikel aus. Während bei dem Eisen(III)/
Eisen(II)-Syntheseansatz die Wachstumsphase schon beendet ist und sich die Partikel
nicht weiter verändern, bilden sich sogenannte blumenartigen Partikelaggregate aus. Bei
einer Reaktionstemperatur von 180 ℃ verändern sich diese Partikel kaum. Bei einer hö-
heren Reaktionstemperatur beginnen diese blumenartigen Partikelaggregate mit längeren
Reaktionszeiten zu sintern. In Abbildung 34 und Tabelle 6 ist dieser Prozess dargestellt.

100 nm 100 nm 

A B

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

Tabelle 6: Mittelwerte der Größenverteilung und die Standardabweichung vom
Mittelwert der Synthese bei 230 ℃ unter der ausschließlichen Verwendung von Eisen(II).

Reaktionszeit
/h

Mittelwert
/nm

Standardabweichung
σ/%

1 15.9 22
3 12.4 19

Bei einer Reaktionstemperatur von 230 ℃ bilden sich auch zuerst blumenartige Partikel-
aggregate aus, welche anschließend zu unförmigen großen Partikeln sintern.
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Durch Erhöhung der Wassermenge lassen sich diese blumenförmigen Aggregate weiter
destabilisieren, um deutlich größere Aggregate zu erhalten.

Durch die Verwendung von ausschließlich der Eisen(II) Vorläuferverbindung treten auch
Änderungen in der Kristallstruktur der gebildeten Partikel auf. In Abbildung 35 ist das
XRD von Partikeln aus einer Synthese in der ausschließlich Eisen(II) als Eisenquelle ver-
wendet wurde, dargestellt.
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Abbildung 35: XRD blumenartigen SPION-Clustern mit Referenz für Wüstit (rot
01-086-2316) [112], Magnetit (blau 00-019-0629) [91] und Maghemit (grün 00-039-1346) [92].

Das XRD zeigt, dass die Partikel zum Großteil aus Magnetit/Maghemit bestehen mit
einem kleinen Anteil an Wüstit. Durch die Linienverbreiterung lässt sich keine Aussage
über das Verhältnis von Magnetit zu Maghemit treffen, da die Reflexe zu ähnlich sind.
Da noch Reste von Wüstit im XRD zu sehen sind, ist davon auszugehen, dass die Partikel
als Wüstit 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 Wüstit Kern und eine Magnetit/Maghemit Hülle, da die Partikel noch nicht
vollständig oxidiert wurden. Bei einer längeren Lagerung unter Raumluft kann davon aus-
gegangen werden, dass die Partikel vollständig zu Magnetit/Maghemit oxidiert werden.

Der Wüstit Gehalt in diesen blumenartigen SPION-Clustern Aggregaten, ist bedenklich
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da für in vivo Anwendungen versucht wird, den Eisen(II) Gehalt der SPIONs möglichst
gering zu halten, um oxidativen Stress auf die Zellen zu vermeiden. [113]

5.3.2 Kontrollierte Agglomeration durch Wasserzugabe

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

Die Agglomeration der Partikel ließ sich durch Zugabe von 0.1 bis 3 mL Wasser wäh-
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
unveröffentlichten Bachelorarbeit durchgeführt. Ausgewählte Partikelclusterproben wur-
den mit einer in der Arbeitsgruppe Weller etablierten Methode zur mizellaren Stabilisie-
rung von Nanopartikeln mit Polysorbat 80 in die wässrige Phase überführt. [101] 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 für das
MPT untersucht. Hierbei wurde als Vergleich zwischen Partikelagglomeraten aus klei-
nen Nanopartikeln und größeren einzelnen Nanopartikeln, eine von Michael Kampferbeck
zur Verfügung 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-
hältlichen MPT-Tracern zu betrachten. In der Abbildung 37 sind die VSM Ergebnisse der
ausgewählten Cluster (links) und deren Ableitung (rechts) dargestellt. Die Größenangabe
aller Proben ist hierbei der mittels DLS bestimmte Z-Average der Cluster im wässrigen
Medium.
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Abbildung 37: Magnetisierungskurven der für 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 Sättigungsmagnetisierung zwischen 40 und
72 emu g−1. Diese Werte berücksichtigen nur den anorganischen Anteil der Nanoparti-
kel, unter der Annahme, dass die Partikel aus Magnetit bestehen. Von den untersuchten
Proben besitzt Resovist® die geringste Sättigungsmagnetisierung und die 40 nm blumen-
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artigen Cluster die höchste. Zwischen der Größe der Agglomerate und der Sättigungsma-
gnetisierung liegt kein direkter Zusammenhang vor, da die Sättigungsmagnetisierung von
der Größe und Kristallinität der Kernpartikel und nicht von der Größe der Agglomerate
abhängt. Die hier vermessenen 13 nm SPIONs aus der Pyrolysesynthese (24 nm pyro)
zeigen trotz des deutlich höheren Partikeldurchmessers eine geringe Sättigungsmagneti-
sierung. In der Pyrolysesynthese von SPIONs bilden sich zuerst Wüstit Partikel, welche
anschließend oxidieren. [15] Aufgrund dessen kann noch ein Wüstit Kern in den Partikeln
vorhanden sein, der die Sättigungsmagnetisierung verringert.

Für Messungen im MPT ist eine hohe Sättigungsmagnetisierung der Partikel zwar wich-
tig, aber für die Eignung als MPT-Tracer ist die Nichtlinearität der Magnetisierung bei
geringen Feldstärken von größerem Einfluss.
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Abbildung 38: Ableitung der Magnetisierungskurven der für 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. [78] In diesem Bereich ist ein deutlicher Unterschied zwischen
den einzelnen Nanopartikeln und den Nanopartikelagglomeraten erkennbar. Die 13 nm
großen einzeln vorliegenden SPIONs aus der Pyrolysesynthese (24 nm pyro) zeigen hier
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nur eine sehr geringe Änderung. Die Steigung ändert sich nur wenig und auch bei geringen
Feldstärken 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 Feldstärken sehr ausgeprägt. Nahe einer
Feldstärke von 0 nimmt die Änderung der Magnetisierung in den Partikelagglomeraten
stark zu. Dort durchläuft die Änderung der Magnetisierung ein Maximum und nimmt
hohe Werte an. Die deutlich erhöhte Steigung der Agglomerate gegenüber den größeren
Partikeln aus der Pyrolyse liegt mit hoher Wahrscheinlichkeit an Wechselwirkungen zwi-
schen den einzelnen Partikeln in den Clustern. Durch die räumliche Nähe der SPIONs
zueinander sind sie in der Lage miteinander konstruktiv oder destruktiv wechselzuwirken.
Diese Wechselwirkungen führen anscheinend zu einer deutlichen Zunahme der Änderung
der Magnetisierung bei geringen Feldstärken. Dieser Effekt wurde auch schon in Untersu-
chungen von blumenartigen Nanopartikelagglomeraten als T2-Kontrastmittel beobachtet.
Hierbei stieg mit der Clustergröße auch r2 stark an. [77,111]

Besonders fällt auf, dass die 76 nm großen Cluster eine etwas geringere Sättigungsma-
gnetisierung als die Vergleichbaren 70 nm großen Cluster besitzen, die Änderung der Ma-
gnetisierung nahe einer Feldstärke von 0 aber etwas höher ist. Perimag® zeigt im Vergleich
zu den anderen Proben die höchste Steigung bei sehr geringen Feldstärken. 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 großen Cluster zeigen eine ähnliche maximale Steigung wie Resovist®, bei
einer deutlich erhöhten Halbwertsbreite. Aufgrund der höheren Halbwertsbreiten der her-
gestellten SPION Agglomerate gegenüber den kommerziellen Tracern, bei vergleichbaren
Stärken der Steigung, zeigen die Agglomerate ein hohes Potential für MPT-Messungen,
welche bei höheren Feldstärken, wie zum Beispiel 20 mT durchgeführt 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 prüfen. Die Ergebnisse sind normiert
auf Resovist® (A) und Perimag® (B) in Abbildung 39 dargestellt, da aktuelle Messgeräte
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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A B

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 großen SPIONs ein langsameres
Relaxationsverhalten zeigen, als die aus 5-8 nm bestehenden Cluster und somit dem ange-
legten hochfrequenten Magnetfeld nicht ausreichend schnell folgen können. Mit steigender
Cluster Größe steigt das Signal deutlich an. Die Cluster mit einem hydrodynamischen
Durchmesser von 70 und 76 nm und die 40 nm blumenartigen Cluster zeigen über einen
weiten Frequenzbereich bessere Signale als Resovist®. Die blumenartigen Cluster zeigen
bis zu einer Frequenz von f/f0 von 25 und die 76 nm Cluster bis zu einer Frequenz von f/f0
von 37 ein höheres 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 höchsten 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 ungefähr 30 harmonischen Schwingungen ist die Signalstärke nur noch sehr gering
und trägt zum Gesamtsignal wenig bei. Die MPS-Ergebnisse zeigen also hiermit, dass
die 40 nm blumenartigen und die 76 nm großen Cluster sehr geeignet als MPT-Tracer
sind und sogar ein höheres Signal als Perimag® zeigen. Besonders interessant ist hierbei
der sehr große Unterschied zwischen den untersuchten Clustern mit einem Z-Average von
33 nm und den blumenartigen Clustern. Die blumenartigen Cluster zeigen ein deutlich
höheres Signal bei einem ähnlichen 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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100 nm 200 nm

100 nm 

Abbildung 41: TEM Bilder der drei besten SPION-Cluster Proben und durch DLS
bestimmte Intensitätsverteilung 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 Intensitätsvertei-
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 könnte den Partikeln ermöglichen die Aufnahme in
Makrophagen zu verringern und die Bluthalbwertszeit zu erhöhen. Die hohe Performan-
ce der blumenartigen Agglomerate bei geringem hydrodynamischem Durchmesser zeigt
das hohe Potential der blumenartigen SPION-Cluster für die Anwendung im MPI. Die
70 und 76 nm Cluster sind in einem sehr ähnlichen Größenbereich wie der kommerzielle
Tracer Perimag®, zeigen aber eine schmalere Intensitätsverteilung. Dies verdeutlicht, dass
mit den in dieser Arbeit entwickelten Methoden zur kontrollierten Agglomeration SPION
Agglomerate mit einer sehr guten Größenkontrolle in dem biologisch interessanten Grö-
ßenbereich hergestellt werden können.
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Da der Partikeldurchmesser der einzelnen Partikel in den Agglomeraten einen großen 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.

d = K · λ

∆(2θ) · cosΘ0
(5.8)

In Gleichung 5.8 ist d der Partikeldurchmesser, λ die Wellenlänge der Röntgenstrahlung,
∆(2θ) die Halbwertsbreite des Reflexes, Θ0 der Braggwinkel und K der Formfaktor. Für
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 fällt auf, dass die kleinen Cluster, welche nur ein sehr geringes Signal im MPS ge-
zeigt haben, einen geringeren Partikeldurchmesser besitzen als die größeren Cluster, wel-
che deutlich bessere Eigenschaften zeigen. Die 76 nm und 40 nm blumenartigen Cluster
besitzen hierbei die größten Kernpartikel mit 8.2 und 8.3 nm. Dies kann neben der bes-
seren Größenkontrolle ein zusätzlicher Effekt sein, der die höhere Performance gegenüber
Resovist® mit einer Partikelgröße ≈ 5 nm erklärt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die in dieser Arbeit hergestellten SPION-
Cluster eine sehr gute Größenkontrolle 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 für den Einsatz in Hochdurchsatz und Point of Care Diagnostik (Man-
kind) dargestellt. Dieses Projekt wurde in Kooperation mit dem Fraunhofer-Zentrum für
angewandte Nanotechnologie (CAN) durchgeführt. 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 zeitaufwändige PCR durchzuführen, um die virale Antigen Anzahl zu erhöhen. Das
schematische Prinzip der Detektion von Antigenen mittels der magnetischen und fluores-
zenten Cluster ist in Abbildung 42 dargestellt.

Antigene

Quantum Dot Cluster mit Antikörper

1. Inkuba

    Antige

Abbildung 42: Schematische Darstellung der Detektion von Antigenen durch
Kopplung von magnetischen mit fluoreszenten Clustern.

Virale Antigene können durch mit Antikörpern modifizierte SPION-Cluster aus der Lö-
sung magnetisch abgetrennt werden. Anschließend werden mit Antikörpern modifizierte
QD-Cluster hinzugegeben, welche an die SPION-Cluster durch das Antigen verbrückt,
koppeln. So werden magnetofluoreszente Nanokonstrukte erhalten, die sich magnetisch
auftrennen und anschließend über 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 herkömmlichen Farbstoffen deutlich überlegen. Durch die Clusterung der
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einzelnen Quantum Dots wird die Fluoreszenz weiter verstärkt, wodurch die Detektion
von einzelnen magnetofluoreszenten Konstrukten möglich ist. Durch die Modifizierbarkeit
der hergestellten SPION- und QD-Cluster bietet dieses Verfahren das Potential für 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 für die Funktionalisierung verwendeten PI-b-PEG-
X Blockcopolymere wurden für dieses Projekt vom Fraunhofer Zentrum für angewandte
Nanotechnologie (CAN) zur Verfügung gestellt.

5.5.1 Herstellung magnetischer Partikelaggregate durch evapo-
rationsinduzierte Selbstassemblierungsverfahren (EISA)

Es sollen aus den SPIONs magnetische Aggregate mit einer Größe von 200-700 nm herge-
stellt werden. Diese Aggregate sollen ein hohes magnetisches Moment für die magnetische
Separation und superparamagnetische Eigenschaften besitzen, um die kolloidale Stabili-
tät zu bewahren. Diese Eigenschaften können über die Größe der Kernpartikel und die
Größe der Aggregate gesteuert werden. Durch eine Polymerverkapselung mit einer quer
vernetzten Polystyrolhülle und einer Stabilisierung mit funktionalisierten PI-b-PEG, kann
ein Entweichen von Eisenionen sowie unspezifische Proteinadsorption unterdrückt werden
und die Funktionalität für die Kopplungschemie ermöglicht werden.

Die Herstellung der Eisenoxidnanocluster erfolgte über die evaporations-induzierte Selbst-
assemblierung. Bei dieser Methode wird eine Emulsion aus Nanopartikeln in einem leicht
flüchtigen organischen Lösungsmittel in einer wässrigen Tensidlösung hergestellt. Nach
der Erzeugung der Emulsion wird anschließend das organische Lösungsmittel durch Ver-
dampfen entfernt. Beim Verdampfen assemblieren die Nanopartikel und werden durch das
Tensid in der wässrigen Lösung stabilisiert. [114] Im Gegensatz zu den anderen Methoden
zur Herstellung von Nanopartikelaggregaten ist bei der EISA die Form durch die orga-
nischen Tropfen vorgegeben. Dadurch können Cluster mit einer ausgeprägten Kugelform
erhalten werden. Die Größe und Größenverteilung der Nanopartikelcluster hängt hier-
bei von einer Reihe von Faktoren ab, die entweder die resultierende Emulsion und deren
Tröpfchenverteilung beeinflussen oder Einfluss auf die Nanopartikel in den organischen
Tröpfchen nehmen. Die Kontrolle der Scherkräfte während der Bildung der Emulsion und
des Verdampfens des organischen Lösungsmittels spielt hierbei eine große Rolle. Neben
den Scherkräften kann durch die Wahl des Tensids, der Konzentration des Tensids sowie
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des Verhältnisses von der organischen Phase und der wässrigen Phase die Erzeugung der
Emulsion und deren darauffolgende Stabilität kontrolliert werden. Durch die Konzentra-
tion der Nanopartikel in dem organischen Lösungsmittel kann direkt auf die Größe der
Nanopartikelcluster Einfluss genommen werden. [115]

In der folgenden Abbildung ist das evaporationsinduzierte Selbstassemblierungsverfahren
(EISA) zur Herstellung der verwendeten Nanopartikelaggregate schematisch dargestellt.

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

Die Partikel liegen in Chloroform vor und mit Hilfe einer wässrigen Dodecyltrimethylam-
moniumbromid (DTAB) Lösung wird über einen Vortexer eine Emulsion hergestellt.
Durch anschließendes Rühren bei Raumtemperatur oder leicht erhöhter Temperatur wird
das Chloroform verdampft und das DTAB stabilisiert die Nanopartikelaggregate. Durch
die Tropfenform des organischen Lösungsmittels besitzen die gebildeten Cluster eine defi-
nierte Kugelform. Um die Stabilität der Cluster zu erhöhen, werden sie in einer Polystyrol-
hülle, welche mit Hilfe von Divinylbenzol quer vernetzt wurde, verkapselt. Anschließend
werden die Partikel magnetisch aufgereinigt und das DTAB mit PI-b-PEO-X im Über-
schuss ausgetauscht. Es wurde immer eine Abmischung von 95 % unfunktionalisierten
PI-b-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-b-PEO-X an der Oberfläche befestigt.

In den unveröffentlichten 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 Verhältnis von organischer Phase zu wässriger
Phase von 1:1 Cluster mit einer relativ geringen Größenverteilung erhalten werden kön-
nen. In dieser Arbeit wurden Carbonsäure-, Methoxy- und Azid- funktionalisierte SPION-
Cluster für Kopplungsexperimente in einem Größenbereich von 200 bis 600 nm über das
in Abbildung 43 dargestellte EISA Verfahren hergestellt. Die Carbonsäure-modifizierten
Cluster wurden für die Kopplung über eine etablierte Kopplungsmethode, die EDC/NHS
Kopplung, die Methoxy-modifizierten Cluster als Blindprobe und die Azid funktionali-
sierten Cluster für anschließende weitere Modifizierung mittels Click-Chemie, hergestellt.

In der folgenden Abbildung ist der Verlauf des EISA-Verfahrens am Beispiel zur Her-
stellung von Carbonsäure-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 Übersicht einer
beispielhaften Synthese von Carbonsäure-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 kugelförmige 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
über der kritischen Mizellkonzentration (ckrit DTAB ≈ 4.5 mg/mL) liegt, wodurch auch
Styrol in den leeren Mizellen polymerisiert.

Die Kontrolle der Scherkräfte auf die Tröpfchen während das organische Lösungsmit-
tel verdampft wird und die Bedingungen bei der Erzeugung der Emulsion haben einen
starken Einfluss auf die Größenverteilung der Cluster. Durch die Herstellung der Emulsion
durch Einspritzen der organischen Lösung in die wässrige Phase auf einem Vortex Mischer
und anschließendem Rühren ist die resultierende Emulsion relativ polydispers. Daraus re-
sultiert, dass die hergestellten Cluster eine breite Größenverteilung 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 Größenverteilung der Cluster
nach jeder magnetischen Aufreinigung. Dies ist in Abbildung 45 und Tabelle 8 an dem
Beispiel von Methoxy-modifizierten Clustern gezeigt.

1 �m

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 Intensitätsverteilung des
Überstands (rot) und der erhaltenen SPION-Cluster (schwarz) nach der ersten

magnetischen Auftrennung, sowie der Cluster nach der ersten (blau) und zweiten
Verkapselung (grün) dargestellt.

Tabelle 8: Verlauf des intensitätsgewichteten mittleren hydrodynamischen
Durchmessers (Z-Average) und des Polydispersionsindexes (PDI) des Überstands 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/
nm

PDI

Überstand 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 möglich, 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 Größenverteilung zu erhalten. Werden größere SPIONs verwendet
ist eine magnetische Auftrennung nicht mehr möglich, da selbst kleine Cluster (< 200 nm)
sehr stark vom Magneten innerhalb weniger Sekunden abgetrennt werden.

In Abbildung 46 sind die Intensitätsverteilung und ein TEM-Bild der Azid funktiona-
lisierten SPION-Cluster, welche anschließend in den Kopplungsexperimenten verwendet
wurden, dargestellt. Für diese Synthese von SPION-Clustern wurden Partikel mit einer
Größe von 5 nm verwendet.

500 nm

Abbildung 46: Mittels DLS gemessene Intensitätsverteilung und TEM-Bild der mit
Pi-b-PEO-N3 funktionalisierten SPION-Cluster.

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

Um die erfolgreiche Modifizierung und die Zugänglichkeit der Azid-Gruppen zu testen,
wurden die hergestellten Cluster von Dr. Holzapfel mit einem Verhältnis von 1:100000
mit DBCO-CY5, einem rot fluoreszierenden Farbstoff, gekoppelt. Als Blindversuch wurde
die Kopplung an SPION-Clustern ohne PI-PEO-N3 durchgeführt. In Abbildung 47 sind
die Fluoreszenzspektren nach der Kopplung mit dem Farbstoff Dibenzocyclooctinsäure-
Cyanin5 (DBCO-CY5) gezeigt.
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Abbildung 47: Fluoreszenzspektren von Azid funktionalisierten SPION-Clustern
(grün) und unfunktionalisierten SPIONs (schwarz) nach der Kopplung mit DBCO-CY5.

Das Fluoreszenzspektrum von verdünntem DBCO-CY5 (rot) ist als Referenz gezeigt.
λex = 600 nm λem = 620-670 nm.

Da die Fluoreszenzintensität der gekoppelten SPION-Cluster so gering war, wurde mit
stark geöffneten Schutzblenden (20 nm) gemessen, was zu einem starken Anstieg der In-
tensität < 650 nm durch Streulicht führte. Die Azid funktionalisierten SPION-Cluster
zeigen eine Fluoreszenz bei 662 nm, die dem DBCO-CY5 Fluoreszenzfarbstoff zugeordnet
werden kann. Die Oberflächenfunktionalisierung der Cluster mit PI-b-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 Ihrer
unveröffentlichten Bachelorarbeit durchgeführt. Durch magnetische Auftrennung können
die aus dem EISA-Verfahren hergestellten SPION-Cluster gut aufgetrennt werden. Durch
die magnetische Auftrennung geht aber ein großer Teil verloren. Bei der Verwendung
größerer SPIONs ist die magnetische Auftrennung deutlich erschwert und es werden oft
Cluster mit einer breiteren Größenverteilung erhalten. Um das EISA-Verfahren zu opti-
mieren und eine bessere Größenverteilung und Reproduzierbarkeit zu erreichen, wurde
der Schritt der Emulgierung optimiert. Um eine möglichst monodisperse Größenvertei-
lung der Tröpfchen in einer Emulsion zu erhalten, gibt es zwei unterschiedliche Ansätze.
Beide Ansätze versuchen die Scherkräfte, welche auf die Tröpfchen wirken, zu kontrollie-
ren, um eine monodisperse Emulsion zu erhalten. Entweder werden die Scherkräfte bei
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der Bildung der Emulsion genau kontrolliert, wie zum Beispiel in einem mikrofluidischen
focussed flow droplet generator oder die Größenverteilung einer polydispersen Emulsion
wird verbessert, indem auf alle Tröpfchen gleiche Scherkräfte, wie in einer Couvette Zelle,
wirken. [116–119] In einer Couvette Zelle wird die Emulsion einer gleichmäßigen Scherkraft
ausgesetzt, indem die Emulsion zwischen zwei parallele Platten geleitet wird, wobei eine
Platte stationär ist und die andere bewegt wird. Die auf die Flüssigkeit wirkenden Scher-
kräfte sind hierbei über das gesamte Volumen gleich. [116]

In dieser Arbeit wurde ein focussed flow droplet generator verwendet, um die Dispersität
der Emulsion zu verbessern. Hierbei fließen die wässrige Tensidlösung und die organische
Phase durch parallel verlaufende kleine Kanäle mit Durchmessern von bis zu 200 µm,
bis sie sich an einem Punkt vereinigen. Der Kanal der organischen Phase wird hierbei
zu einer Kapillare verengt und durch die Scherkräfte der wässrigen Tensidlösung werden
Tröpfchen mit einer definierten Größe und Frequenz von der organischen Phase abgerissen.
Durch den laminaren Fluss beider Flüssigkeiten ist dieser Prozess sehr kontrolliert und es
können monodisperse Emulsionen erhalten werden. Die resultierende Tröpfchen-Größe ist
von der Viskosität und den Flussraten beider Phasen, sowie der Grenzflächenspannung
abhängig. [120? ] Die Grenzflächenspannung 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.

1
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4

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

Die Flussrate beider Flüssigkeiten wird über zwei LineUp Flow EZ (1) von Fluigent druck-
basiert gesteuert. Durch die beiden LineUp Flow EZ wird ein Überdruck auf zwei ver-
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schlossene Gefäße (2), in denen die Lösungen vorliegen, angelegt. Beide Phasen fließen
dann über zwei Flussmesser (3), dem Flow Unit M von Fluigent, in einen mikrofluidi-
schen focussed flow droplet generator mit einem Durchmesser von 75 µm von Micronit
aus Glas (4). Die beiden Flussmesser messen den realen Fluss und regulieren den an-
gelegten Druck, um die Flussraten genau einzustellen. Über eine USB-Kamera und ein
Mikroskop Objektiv (5), kann die Tröpfchen Bildung im Mikrochip nachverfolgt werden.
Der benötigte Überdruck für die Pumpen wird über eine Stickstoffgasflasche geliefert und
vor den Flussmessern sind Filter verbaut, da Staub oder ähnliche Verunreinigungen sich
im focussed flow droplet generator ablagern können und das Flussverhalten stark beein-
flussen.

In der Abbildung 49 ist ein Bild der mikrofluidischen Tropfenherstellung mit einer 20
mg/mL wässrigen DTAB-Lösung und einer Lösung von SPIONs in Chloroform mit einer
Konzentration von 20 mg/mL gezeigt.

Abbildung 49: Zoom-in des focussed flow droplet generator während der Erzeugung
einer Emulsion. In den äußeren Kanälen fließt eine wässrige DTAB-Lösung und in den

inneren Kanal die SPIONs in Chloroform.

Durch Variation der Flussraten lässt sich die resultierende Tröpfchengröße steuern. Bei zu
hohen Flussraten des Chloroforms oder zu niedrigen der wässrigen Phase, werden keine
Tröpfchen mehr gebildet, sondern die Flüssigkeiten fließen parallel, bis der organische
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Strahl zerreißt und in Tröpfchen zerfällt. Um die Tröpfchengröße genau steuern zu können,
muss in einem Bereich der Flussraten gearbeitet werden, in dem kontrolliert Tröpfchen
an der Spitze der Kapillare gebildet werden. In Abbildung 50 sind die Ergebnisse der
Clustergröße mit der Variation der Flussraten von 5.3 nm großen SPIONs dargestellt.

Abbildung 50: Z-Average bei unterschiedlichen Flussraten der organischen
Nanopartikelphase und der wässrigen Tensidphase. Es wurden nur Cluster gezeigt mit

einem PDI < 0.3.

Durch Variation der Flussraten konnten erfolgreich Cluster mit einer Größe 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 µl/min
und der wässrigen Phase von 75 µl/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 µl/min Wasser/DTAB (20 mg/mL) und 10 µl/min
Chloroform/SPIONs (20 mg/mL) nach magnetischer Aufreinigung, sowie mittels DLS

bestimmter Intensitätsverteilung und REM-Bild.

In Abbildung 52 sind die Intensitätsverteilungen der SPION-Cluster gezeigt, wenn der
Auffangbehälter auf einen Rüttler mit unterschiedlicher Stärke gestellt wird. Die Flussra-
ten sind hierbei identisch.
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Abbildung 52: Intensitätsverteilungen bei gleicher Flussrate bei unterschiedlichen
Umdrehungen pro Minute auf dem Schüttler.

Die Änderung in der Intensität des Schüttlers, zeigt keinen großen Einfluss auf die In-
tensitätsverteilung 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 Änderung in der Größenverteilung
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 Größenkontrolle der über den EISA-Prozess erhal-
tenen Cluster zu erhöhen. Durch die ausschließliche Verwendung eines focussed flow dro-
plet generator mit einer 75 µm Kapillare war die Größenvarianz der erhaltenen Cluster
eingeschränkt. Die Verwendung von unterschiedlichen Kapillardurchmessern würde den
Größenbereich der über den focussed flow droplet generator herstellbaren SPION-Cluster
deutlich vergrößern.

5.5.3 Herstellung fluoreszenter QD-Cluster

Um die Sensitivität der magnetofluoreszenten Konstrukte weiter zu erhöhen, 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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Für die Herstellung der QD-Cluster wurden giant shell Quantum Dots vom Fraunhofer
CAN zur Verfügung gestellt. Die Entwicklung des Protokolls zur kontrollierten Agglome-
ration der QD-Cluster wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Feld und Dr. Weimer durchge-
führt. Zur kontrollierten Agglomeration wurde nur ein 30-60 facher molarer Überschuss
des PI-b-PEO mit einer Abmischung von 99 - 99.1 % PI-b-PEO-OMe und 1 - 0.1 % PI-
b-PEO-NH2 verwendet. Weiterhin wurde die Gesamtflussrate auf 1.6 mL/min reduziert.
Anschließend wurden ausgewählte QD-Agglomerate mit einer quer vernetzten Polysty-
rolhülle verkapselt, um die QDs vor Quenching zu schützen. In den QD-Agglomeraten,
welche nicht mittels einer Emulsionspolymerisation mit einer quer vernetzten Polystyrol-
hülle eingekapselt wurden, wurde der Polyisoprenanteil in dem PI-b-PEO Blockcopolymer
mit Azo-bis-(isobutylonitril) (AIBN) quer vernetzt. Die über den Interdigitalmischer her-
gestellten QD-Agglomerate zeigten häufig noch eine sehr breite Größenverteilung. Um
bessere Proben für die Kopplungsexperimente zu erzeugen, wurden die QD-Agglomerate
über Zentrifugation größenselektiv gefällt. In der folgenden Abbildung sind die unter-
schiedlichen Fraktionen, welche über die Zentrifugation erhalten werden konnten, darge-
stellt. Die Zentrifugationsschritte wurden jeweils für 5 min durchgeführt. In Abbildung
53 ist dieser Prozess exemplarisch dargestellt.

200 nm

Abbildung 53: Mittels DLS bestimmte Volumenverteilung der durch Zentrifugation
auf gereinigten QD-Agglomerate und TEM Übersichtsbild der Fraktion bei 9000 g.

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

Da die über den Interdigitalmischer hergestellten QD-Agglomerate Probleme in der Lang-
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zeitstabilität besaßen und die Größenverteilung noch sehr breit war, wurden Versuche zur
kontrollierten Agglomeration mit einem split and combine Mischer zur Optimierung durch-
geführt. Hierbei wurde die Flussrate zwischen 2 bis 4 mL/min variiert und die Auftren-
nung durch Zentrifugation wurde bei niedrigeren g Kräften für längere Zeit durchgeführt,
um Destabilisierung durch die Zentrifugation zu verhindern. Zur Auftrennung wurden die
QD-Agglomerate für 1 h bei 2000 g zentrifugiert, um große Agglomerate zu entfernen und
anschließend für 1 h bei 5000 g um die QD-Agglomerate zu erhalten und freies Polymer
abzutrennen. In der folgenden Abbildung ist die kontrollierte Agglomeration über den split
and combine Mischer, sowie TEM-Beispielbilder der erhaltenen QD-Agglomerate mit und
ohne Polystyrolhülle dargestellt.

100 nm

200 nm

A

B

C

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 Polystyrolhülle.

In Tabelle 9 ist der Z-Average und der PDI nach der Herstellung und zwei Wochen später
dargestellt, um die Stabilität über einen längeren Zeitraum darzustellen.
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Tabelle 9: Verlauf des intensitätsgewichteten mittleren hydrodynamischen
Durchmessers (Z-Average) und des Polydispersionsindexes (PDI) der mittels des split

and combine Mischers hergestellten QD-Cluster nach Aufreinigung und 2 Wochen
später, um die Langzeitstabilität zu prüfen.

Flussrate/
ml/min

Z-Average/
nm

PDI Z-Average/
nm

PDI

Mit Polystyrolhülle 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 Polystyrolhülle 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 über den split and combine Mischer hergestellten QD-Cluster zeigten eine gute Lang-
zeitstabilität, bis auf den Ansatz mit einer Flussrate von 4 mL/min mit Polystyrolhülle.
Die Größenverteilung der über den split and combine Mischer hergestellten QD-Cluster
zeigte auch deutliche Verbesserungen gegenüber den ersten Versuchen zur Herstellung
der QD-Cluster mit dem Interdigitalmischer. Beide Verfahren für die kontrollierte Ag-
glomeration wurden anschließend am Fraunhofer CAN weiter optimiert, um weitere QD-
Agglomerate für Kopplungsexperimente herzustellen und die Größe genau einstellen zu
können.

5.5.4 Kopplung der magnetischen und fluoreszenten Partikelag-
gregate

In einer ersten Machbarkeitsstudie des MANKIND Projektes wurden magnetofluoreszente
Konstrukte über eine EDC/NHS Kopplung hergestellt. In Abbildung 55 ist die EDC/NHS
Kopplung von SPION und QD Clustern schematisch dargestellt.
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Abbildung 55: Schematischer Reaktionsverlauf der Kopplung von
Carbonsäure-funktionalisierten SPION-Clustern und Amino-funktionalisierten QD

Clustern mittels EDC/NHS Kopplung.

Im ersten Reaktionsschritt wird die Carbonsäure der funktionalisierten SPION-Cluster
mit EDC (1-Ethyl-3-[3-dimethyl-aminopropyl]-carbodiimid) in leicht basischem MES (2-
[morpholino]ethansulfonsäure)-Puffer aktiviert wodurch ein reaktives Zwischenprodukt
entsteht. Durch die Zugabe von Sulfo-NHS (N-hydroxysulfosuccinimid) wird ein stabi-
les Zwischenprodukt erhalten. Anschließend werden die SPION-Cluster magnetisch ab-
getrennt und in einer Phosphat gepufferten Lösung aufgenommen. Daraufhin werden die
Amino-funktionalisierten QD-Cluster im Überschuss 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 Über-
stände nach den magnetischen Auftrennungen und die Auftrennung am Magneten darge-
stellt.
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1. Auftrennung 2. 3. SPION-QD

A B

Abbildung 56: Fotografie der mittels EDC/NHS Kopplung hergestellten
magnetofluoreszenten Konstrukte mit den Überständen nach den magnetischen

Auftrennungen (A) und Abtrennung am Magneten (B).

Nach der dritten magnetischen Auftrennung zeigt der Überstand keine sichtbare Fluores-
zenz mehr. Die SPION Lösung zeigt nach der magnetischen Auftrennung noch eine mit
bloßem Auge erkennbare Fluoreszenz. Die über die EDC/NHS gekoppelten magnetofluo-
reszenten Cluster wurden anschließend mittels TEM und Konfokalmikroskop untersucht.
Die Konfokalmikroskopmessungen wurden von Dr. Christian Strelow durchgeführt.

1 �m  

 

200 nm

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

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

unterschiedlichen Probenbereichen.

Die TEM-Bilder zeigen, dass die Oberfläche der SPIONs nahezu vollständig 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 Auflösung nicht hoch genug
ist um die QD-Cluster aufzulösen. 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 QD-Cluster vorhanden sind. Um zu überprüfen,
ob einzelne magnetofluoreszente Konstrukte im Fluss nachweisbar sind, wurden sie in
einem Flussaufbau von Dr. Irene Fernandez-Cuesta vom Institut für Nanostruktur- und
Festkörperphysik der Universität 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
repräsentativ durchgeführt wurde.
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Abbildung 59: Foto der magnetofluoreszenten Konstrukte im Fluss (A) und
Fluoreszenz Messung während 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 erhöhen würde. 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 Affinität zu den Carbonsäure-funktionalisierten SPION-Clustern. Um zu überprüfen,
ob diese Affinität nur durch elektrostatische Wechselwirkungen der Cluster untereinan-
der auftritt, wurde ein Blindexperiment mit Methoxy-funktionalisierten SPION-Clustern
durchgeführt. Die Ergebnisse des Blindexperimentes sind in Abbildung 60 dargestellt.

SPION-QD1. 2.3.4. Auftrennung

500 nm

Abbildung 60: Fraktionen der magnetischen Auftrennung im Blindexperiment und
TEM-Bild der Methoxy-funktionalisierten SPIONs nach dem Blindexperiment.
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Ähnlich wie in dem EDC/NHS Kopplungs Experiment zeigt die abgetrennte Lösung 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 SPION-
Cluster sind nur sehr vereinzelt noch QD-Cluster zu erkennen. Es ist somit davon auszuge-
hen, dass die vorige Affinität der SPION-Cluster zu den QD-Clustern auf elektrostatische
Wechselwirkungen zurückzuführen ist.

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

Die magnetofluoreszenten Konstrukte zeigten ein hohes Potential, Antigene mit einer
sehr hohen Sensitivität nachzuweisen. Der nächste Schritt ist der Nachweis von Antige-
nen. Hierfür werden die SPION- und QD-Cluster mit Antikörpern modifiziert und sollen
über ein Antigen gekoppelt werden. Die EDC/NHS Kopplung ist eine unspezifische Kopp-
lungsreaktion und führt zu der Kopplung an eine beliebige Amino-Funktion an einen
Antikörper. Um zu vermeiden, dass durch die Kopplung die Funktion des Antikörpers
eingeschränkt ist, wurden Azid modifizierte SPION- und QD-Cluster verwendet um eine
Kopplung mittels Alkin-Azid Click-Chemie zu ermöglichen. Dies ermöglicht die selektive
Kopplung in die FC Region des Antikörpers. Die Antikörper Modifizierung der magneti-
schen und fluoreszenten Agglomerate, sowie die folgenden Kopplungsexperimente wurden
am Fraunhofer Zentrum für angewandte Nanotechnologie von Dr. Holzapfel durchgeführt.
Die Ergebnisse dieser Kopplungen werden hier kurz dargestellt, um das Potential der in
dieser Arbeit erzeugten SPION- und QD-Cluster für 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 über Antikörper-Antikörper
Wechselwirkungen direkt miteinander ohne ein Antigen gekoppelt. Hierfür wurden die
SPION- und QD-Cluster mit jeweils 5 % Azid Funktionalisierung über 16 h bei Raum-
temperatur mit DBCO-IgG inkubiert und anschließend auf gereinigt. Die SPION-Cluster
wurden mit den primären und die QD-Cluster mit den sekundären IgG Antikörper funktio-
nalisiert. Die so mit IgG funktionalisierten SPION und QD-Cluster wurden anschließend
für 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 auszuschließen. Das Fluoreszenzspektrum
der magnetofluoreszenten Konstrukte mit dem Blindexperiment ist in Abbildung 61 dar-
gestellt.

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 Antikörper-Antikörper-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 Antikörper-Antikörper-Kopplung erfolgreich war, wurde ein Modellversuch durch-
geführt, in dem beide Cluster mit primären IgG Antikörper modifiziert wurden. Als An-
tigen wurde hier der sekundäre IgG Antikörper verwendet. In diesem Experiment sollte
somit das Prinzip der Detektion von Antigenen mittels magnetofluoreszenter Konstrukte
am Beispiel der Detektion des sekundären Antikörpers gezeigt werden. Die SPION-Cluster
wurden mit 1000 Äquivalenten des sekundären Antikörpers für 16 h inkubiert und dann
magnetisch aufgetrennt, um ungebundenen Antikörper zu entfernen. Anschließend wurden
100 Äquivalente der mit dem primären Antikörper modifizierten QD-Cluster für 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 sekundären Antikörper in
Phosphat gepufferter Lösung durchgeführt. 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 Fluoreszenzintensitäts (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 primären Antikörper miteinander auf
oder durch eine nicht ausreichende magnetische Auftrennung, da in dem vorigen Blindex-
periment keine unspezifische Kopplung zwischen den Antikörpern auftrat. Mit GFP als
nicht bindendem Antigen ist eine stärkere Fluoreszenz erkennbar. Somit tritt eine geringe
unspezifische Kopplung auf. Die Fluoreszenzintensität ist in den SPION-IgG-QD magne-
tofluoreszenten Konstrukten deutlich höher, 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 weiterführenden Experimenten muss geklärt werden wie
mehr Antikörper an die Oberfläche der SPION-Cluster gebunden werden können, um die
Kopplungseffizienz zu steigern und somit auch die Sensitivität.

In dem Mankind Projekt konnte erfolgreich die Detektion von Antigenen mittels Antikör-
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 große Potential dieser
Partikel für diagnostische Anwendungen gezeigt werden. Es ließen 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 Carbonsäure-funktionalisierten
SPION-Clustern nur auf elektrostatische Wechselwirkungen zurückzuführen waren.
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Experimenteller Teil

Die Größe der SPIONs wurde mit Hilfe des Programmes ImageJ aus den Transmissions-
elektronenmiskroskopiebildern (TEM-Bildern) bestimmt, indem mindestens 200 Partikel
ausgezählt wurden. Alle Synthesen wurden unter einer Stickstoffschutzgasathmosphäre
durchgeführt 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 Feldstärke von 1.5 T gemessen. Für die Bestimmung der Relaxations-
zeiten wurden jeweils 300 µL der in Wasser stabilisierten SPIONs in einer Verdünnungs-
reihe mit 5 Proben untersucht. Vor der Messung wurde das Gerät mit einer Wasserrefe-
renzprobe kalibriert.

Die T1-Relaxationszeit wurde über eine Inversion-Recovery-Sequenz mit 20 nicht äquidi-
stanten Verzögerungszeiten zwischen dem Inversionspuls und Detektionspuls bestimmt.
Die First Pulse Seperation wurde hierfür 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 T2-Relaxationszeit wurde mit einer Carr-Purcell-Meiboom-Gill Spin Echo Se-
quenz bestimmt. Hierbei wurden 200 äquidistante Datenpunkte als Vielfache der Echozeit
TE. Die Zeit zwischen dem 90°-Anregungspuls und dem ersten 180°-Refokussierungspuls
τ wurde variiert, sodass der exponentielle Abfall erst nach ≈ 100 Datenpunkten auftrat.

107
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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 Wellenlänge von 633 nm. Wässrige Nanopartikeldispersio-
nen wurden in Polymethylmethacrylat (PMMA)-Einmalküvetten vermessen und organi-
sche Nanopartikeldispersionen in Quarzglas Küvetten. 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 verdünnten Nanopartikellösung auf einen mit Kohlenstoff beschichteten TEM-
Probenträger aus Kupfer mit 400 Maschen gegeben.

6.1.4 Infrarotspektroskopie

Für 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 wässrigen Eisenoxidnanopartikeldispersio-
nen wurden die Nanopartikel unter Zugabe von konzentrierter Salpetersäure bei 60 °C
für 2 h aufgeschlossen. Anschließend 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. Für die Messung wurden 67 µL der aufkonzentrierten wässrigen SPION Lö-
sung in ein verschließbares Polyetherimid (ULTEM) Gefäß gefüllt. Dabei wurde auf die
Vermeidung von Luftblasen geachtet. Die Probe wurde anschließend mit doppelseitigem
Klebeband und Teflonband an dem Quarz Probenträger befestigt. Die Magnetisierung der
Probe wurde dann von einer Feldstärke 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 Rückkurve aufgenommen. Nach der Messung wurde
eine Messung von 67 µL Wasser im ULTEM Gefäß 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 Universitätsklinikum Hamburg-
Eppendorf gebaut und zur Verfügung gestellt. Es wird mit einem oszillierenden Magnetfeld
mit einer Amplitude 20 mT/µ0 bei einer Frequenz 25.699 kHz gemessen. Das empfangene
Signal zur Bestimmung der harmonischen Schwingungen wird bis ≈ 2 MHz aufgenommen.
Für die Messung werden 40 µL wässrige SPION Lösung mit einer Konzentration von
15 mmol Fe/L in einem 200 µL Eppendorf Tube vermessen.

6.1.8 Pulver-Röntgendiffraktometrie

Die Pulver-Röntgendiffraktometrie wurde an einem Philips X’Pert-Diffraktometer mit
Bragg- Brentano-Geometrie gemessen. Dabei wurde Kupfer-Kα-Strahlung (λ=0.154
nm) verwendet. Zur Probenvorbereitung wurden einige Tropen einer konzentrierten Na-
nopartikellösung auf einen Silizium-Träger aufgetragen.

6.2 Synthetische Methoden

6.3 Chemikalien

Mit Methoxy, Azid und Amin funktionalisierte PI-b-PEG Blockcopolymere und das Poly-
maleinsäure-alt-dodecan wurden vom Fraunhofer Zentrum für angewandte Nanotechnolo-
gie CAN zur Verfügung gestellt. Alle in der Reaktion verwendeten Chemikalien wurden vor
Benutzung für mindestens zwei Stunden entgast. Alle für die Synthese verwendeten Che-
mikalien wurden wasserfrei verwendet, um die Wasserkonzentration in der Reaktion genau
zu kontrollieren. Alle zur Fällung verwendeten Lösungsmittel wurden von verschiedenen
Herstellern (Sigma Aldrich, VWR, Grüssing) bezogen und entsprachen dem analytischen
Reinheitsgrad (p.a.). TWEEN80 , Dodecyltrimethylammoniumbromid (97 %), Ölsäure
(90 %), Eisen(II)-chlorid (wasserfrei, 98 %), EDC (100 %), Sulfo-NHS (100 %) wurden
über Sigma Aldrich bezogen. Divinylbenzol (Isomerengemisch), Salpetersäure (p.a., rau-
chend) und Styrol (99 %) wurden von Merck erhalten. Salzsäure (p.a., 37 %) wurde über
VWR bezogen. Diethylenglykol (99 %), Eisen(III)-chlorid (wasserfrei, 98 %) wurden von
Grüssing bezogen. Polyethyleneglykolmethyletherphosphate (PEG-Phosphat, 99 % funk-
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tionalisiert) wurde von creative Pegworks bezogen. Divinylbenzol und Styrol wurden bei
60 °C durch Anlegen eines Unterdrucks destilliert und bis zur Nutzung bei -20 ℃ gelagert.

6.4 Synthese der SPIONs

Die in dieser Arbeit hergestellten SPIONs wurden über eine Batch-Synthese und eine
Flusssynthese hergestellt. Alle Synthesen wurden unter einer Stickstoffschutzgasathmo-
sphäre durchgeführt, um eine Oxidation des Eisen(II)precursors zu verhindern und was-
serfrei arbeiten zu können.

6.4.1 Batch-Synthese

Nach Goloverda et al. [87] wurden SPIONs über eine Hochtemperatur Hydrolyse von
Diethylenglykolalkoxidkomplexen in Diethylenglykol über eine hot injection Synthese durch-
geführt. Die Reaktion folgt folgender Reaktionsgleichung.

2 Na2[Fe(DEG)Cl3] + Na2[Fe(DEG)Cl2] + 2 H2O + 2 NaOH −→ Fe3O4 + H2DEG + 8 NaCl
(6.1)

Zuerst wurden 0.298 g (13 mmol) Natrium in Form von flachen Plättchen in 10 mL Diethy-
lenglykol über Nacht gelöst. Anschließend wurden 470 mg (2.90 mmol) Eisen(III)chlorid
und 190 mg (1.50 mmol) Eisen(II)chlorid in 50 mL Diethylenglykol gelöst. Hierbei ver-
färbt sich die Lösung orange. Beide Eduktlösungen wurden vereinigt und die Farbe ändert
sich zu einem dunkelgrün. Dies ist auf die Komplexbildung des Natriumdiethylenglykolats
mit dem gelösten Eisenchlorid zurückzuführen.

Anschließend wurde auf 230 ℃ erhitzt und unter starkem Rühren wurde 0.126 mL (7.00 mmol)
Wasser in 1 mL Diethylenglykol injiziert, um die Nukleation auszulösen. Die Lösung wur-
de drei Stunden bei 230 ℃ gehalten. In der Abbildung 63 ist die Keimung der SPIONs
nach der Injektion von Wasser an einer verdünnten Reaktionslösung dargestellt um den
Farbwechsel durch die Nukleation zu verdeutlichen.
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(a) Reaktionslösung vor Wasserinjektion (b) Reaktionslösung nach Wasserinjektion

Abbildung 63: Initiierung der Keimung durch Wasserinjektion bei einer stark
verdünnten Reaktionslösung.

6.4.2 Flusssynthese

Die Eduktlösungen 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 Eisenprecursorlösung
wurde hierbei in insgesamt 40 mL DEG gelöst und das Wasser in 4 mL. Über ein Spritzen-
pumpensystem (neMESYS von cetoni) wurden dann beide Eduktlösungen mit einer Ge-
samtflussrate von 0.5 mL/min in den split and combine Mischer (Innenvolumen 3.4 mL),
der mit einem Ölbad und Heizband auf 160 ℃ erhitzt wurde, gepumpt. Die Flussrate
der Eisenprecursorlösung (0.4545 mL/min) betrug hierbei das 10-fache der Wasser/DEG-
Lösung (0.04545 mL/min). Aufgrund der geringeren Flussrate der Wasser/DEG-Lösung
wurde diese mit einer Vorlaufzeit von 7 min 53 s gestartet, damit beide Eduktlösun-
gen ungefähr zeitgleich in der Mischstruktur ankommen. Nach der Nukleation und einer
Verweilzeit von ≈ 7 min im split and combine Mischer wurde die Reaktionslösung in
einen auf 180 ℃ geheizten Wachstumsofen mit einer Länge von 10 m (≈4.5 mL Volumen,
Verweilzeit 9 min) geleitet. Die ersten 5 mL der hergestellten Nanopartikellösung wur-
den verworfen. Durch Variation der Konzentration der Precursorlösung, Temperatur des
Wachstumsofens, sowie der Flussrate konnte die erhaltene Partikelgröße und der Durch-
satz geändert werden. Hierbei wurde die Natriumkonzentration immer bei dem 2.9-fachen,
die Wasserkonzentration beim 1.55-fachen der Eisenprecursorkonzentration gehalten und
das Flussratenverhältnis der beiden Eduktlösungen nicht geändert. 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.

Eisenprecursorkonzentration/
mmol/L

Gesamtflussrate/
ml/min

Temperatur
Wachstumsofen/ ℃

Partikeldurchmesser/
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 gelöst. Diese Farbstofflösung wurde anschließend
um den Faktor 1:300 verdünnt (1.66 µg/mL), um eine für den Detektor ausreichende
Konzentration zu erreichen. Anschließend wurde in der Hitze eine DEG-Lösung durch
den Reaktor gepumpt und ab einem bestimmten Zeitpunkt wurde auf die Farbstofflösung
umgeschaltet. Durch einen Tec5 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 Tec5 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-Lösung langzeitstabil sind und nach mehreren Wochen
aggregieren, wurden die Partikel entweder über ein Zweiphasensystem in Toluol oder
direkt mit einem geeigneten Liganden, wie PEG-Phosphat im wässrigen Medium für die
Langzeitlagerung stabilisiert.
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6.6.1 Zweiphasensystem

Zu der SPION-Lösung wurde nach der Reaktion 15 mL einer 20 mg/mL Oleylphosphat
in Toluol, für die Batch-Synthese nach der allgemeinen Vorschrift, gegeben. Das dadurch
entstandene Zweiphasensystem wurde über 13 h stark gerührt, wobei die SPIONs aus der
Diethylenglykolphase nahezu vollständig in die organische Oleylphosphat/Toluol Phase
übergehen. In Abbildung 64 ist der Phasentransfer beispielhaft für 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.

Anschließend wurden die Partikel mit zwei Volumenäquivalenten Aceton gefällt und bei
10000 g für 10 min zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand entfernt und das
Pellet in Toluol wieder aufgenommen. Dieser Schritt wurde zweimal durchgeführt, um
überschüssiges Oleylphosphat zu entfernen.

6.7 Stabilisierung im wässrigen Medium

Für die Untersuchungen der Eignung der SPIONs als T1-Kontrastmittel und MPT-Tracer
müssen die Partikel in die wässrige Phase überführt werden. Dies wurde direkt über
die Modifizierung der SPIONs nach der Synthese mit PEG-Phosphat oder nach dem
Zweiphasentransfer ins organische Lösungsmittel 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 wässrigen Medium
stabilisiert. Zu 12 mL der Reaktionslösung nach der Flusssynthese wurde 0.5 g PEG-
Phosphat in 10 mL Wasser gelöst hinzugegeben. Nach 2 h Rühren, wurde die Lösung mit
Amicon® Ultra-15 10 kDa Zentrifugen Filtern auf ca. 1 mL aufkonzentriert. Anschließend
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wurde mit Wasser bis 15 mL aufgefüllt und wieder auf ca. 1 mL aufkonzentriert. Dieser
Schritt wurde vier Mal durchgeführt, um das DEG und überschüssiges PEG-Phosphat
aus der Nanopartikellösung zu entfernen.
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Abbildung 65: Strukturformel des verwendeten mPEG-Phosphats zur Stabilisierung
einzelner USPIONs im wässrigen Medium.

6.7.2 Mizellare Verkapselung

Für die weitere Modifizierung und Stabilisierung im wässrigen Medium ist eine Ver-
kapselung der SPIONs wichtig. Im Folgenden sind die Verkapselungen mit Polyisopren-
b-Polyethylenoxid, Polymaleinsäure-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 µm PTFE-
Spritzenfilter filtriert und anschließend mit Hilfe eines laminaren Interdigitalmischers mit
Spritzenpumpensystem (Mischchip) ins wässrige Medium überführt. Zu 30 mg SPIONs in
1 mL THF wurde 90 mg TWEEN-80 hinzugegeben. Die Lösung wurde mit einem 0.2 µm
PTFE-Spritzenfilter filtriert und anschließend mit Hilfe eines Mischchips ins wässrige Me-
dium überführt. In Abbildung 66 ist das TWEEN-80 dargestellt, welches zur Stabilisierung
der SPIONs im wässrigen Medium verwendet wurde.
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Abbildung 66: Verwendetes Polysorbat 80 (TWEEN 80).

Polymaleinsäure-alt-decan

Nach der Verkapselungsmethode nach Pellegrino wurden 11 mg SPIONs mit 200 mg
Polymaleinsäure-alt-decan in 10 mL Chloroform 30 min gerührt. Anschließend wurde
das Chloroform durch einen Rotationsverdampfer entfernt und die Partikel in 15 mL



6.8. HERSTELLUNG MAGNETISCHER PARTIKELAGGLOMERATE 115

Tris-Borat-EDTA-Puffer aufgenommen. Anschließend wurde die Lösung für 4 h im Ultra-
schallbad behandelt.

Nach der Methode von Mulvaney wurden 22 mg SPIONs mit 100 mg Polymaleinsäureanhydrid-
alt-dodecan in 2 mL Chloroform gerührt. Die Lösung wurde mit 50 µL Ethanolamin in
4 ml Wasser überschichtet und anschließend für 1 h gerührt.
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Abbildung 67: Polymaleinsäure-alt-decan.

6.8 Herstellung magnetischer Partikelagglomerate

2 mL einer SPION Probe in Chloroform (30 mg/mL) wurde in 2 mL einer wässrigen
DTAB-Lösung (20 mg/mL) unter starkem Mischen auf dem Vortexer injiziert, um eine
Emulsion zu erhalten. Anschließend wurde das Chloroform unter Rühren bei 350 U/min
über 1 h verdampft. Darauf folgend wurde die Lösung auf ca. 10 mL mit Wasser aufgefüllt,
um die DTAB-Konzentration auf ca. 4 mg/mL zu reduzieren. Dadurch wird die DTAB-
Konzentration unter die kritische Mizellkonzentration (ckrit DTAB 4.5 mg/mL) gesenkt
und die Polymerisation in freien Mizellen verhindert.

6.8.1 Erste Emulsionspolymerisation

Für die erste Emulsionspolymerisation wurde die Lösung für 20 min unter Vakuum ent-
gast und währenddessen wurde die Atmosphäre mehrmals gegen Stickstoff ausgetauscht,
um den in der Lösung enthaltenen Sauerstoff zu entfernen. Im Stickstoff Gegenstrom wur-
de für die erste Emulsionspolymerisation jeweils 100 µL Styrol und Divinylbenzol, sowie
≈1 mg VA-044 als Initiator hinzugegeben. Daraufhin wurde die Emulsionspolymerisation
bei 67 ℃ für 8 h unter Rühren mit einem Glasrührstab durchgeführt. 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.
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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-b-PEO-N3 und PI-b-PEO-OMe besaß eine molare Masse von 18000 g/mol
und das PI-b-PEO-COOH und PI-b-PEO-NH2 eine molare Masse von 13000 g/mol. Nach
einer weiteren magnetischen Abtrennung werden die magnetischen Partikelagglomerate in
20 mL einer 1 mg/mL PI-b-PEO-N3/PI-b-PEO-OMe 1:1 aufgenommen. Daraufhin wurde
die Lösung für 2 h geschüttelt, um die Cluster mit dem PI-b-PEO-N3/PI-b-PEO-OMe zu
umhüllen. Anschließend wurden die Cluster wieder von der Lösung magnetisch abgetrennt
und in 20 mL einer 0.02 mg/mL PI-b-PEO-N3/PI-b-PEO-OMe 1:1 Lösung aufgenommen.
In einer zweiten Emulsionspolymerisation mit jeweils 15 µL Styrol und Divinylbenzol,
sowie 0.5 mg VA-044 bei 67 ℃ für 8 h wird das PI-b-PEO-N3/PI-b-PEO-OMe an der
Oberfläche befestigt.

O

O

OH
a b c n

m-1

Abbildung 70: Verwendetes Blockcopolymer aus Polyisopren und Polyethylenoxid.



6.9. HERSTELLUNG FLUORESZIERENDER PARTIKELAGGLOMERATE 117

6.8.3 Emulgierung mittels focussed flow droplet generator

Um eine höhere Kontrolle der Scherkräfte bei der Emulgierung und somit eine erhöhte
Kontrolle über die Größenverteilung und Reproduzierbarkeit der über das EISA-Verfahren
erhaltenen SPION-Cluster zu erhalten, wurde dieser Schritt mit einem focussed flow dro-
plet generator von Micronit durchgeführt. Die Flussrate der Fluigent Flow Ez Pumpen
wurde über 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 Größenverteilung der SPION-Cluster
wurde bei einer Flussrate der SPION-Lösung in Chloroform (20 mg/mL) mit 20 µL/min
und die der wässrigen DTAB-Lösung (20 mg/mL) mit 150 µL/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 gelösten
SPION-Lösung zu erhalten.

6.9 Herstellung fluoreszierender Partikelagglomerate

Die fluoreszierenden Partikelagglomerate wurden mit einem 30-60 fachen molarer Über-
schuss des PI-b-PEO mit einer Abmischung von 99 - 99.1 % PI-b-PEO-OMe und 1 - 0.1
% PI-b-PEO-NH2 auf die QD Menge modifiziert. Die für die Herstellung fluoreszierender
Partikelagglomerate verwendeten QDs wurden vom Fraunhofer Zentrum für angewandte
Nanowissenschaften CAN zur Verfügung gestellt. Im Folgenden ist die allgemeine Be-
schreibung für 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-b-PEO-OMe und 0.1 % PI-b-PEO-NH2 in 1 mL THF vermischt. Anschließend wurden
die QDs wie bei der mizellaren Verkapselung beschrieben in die wässrige Phase über-
führt. Die Gesamtflussrate wurde hierbei auf 1.6 mL/min reduziert. Anschließend wurden
die QD-Agglomerate in einer Emulsionspolymerisation mit 54 µL Styrol und Divinylben-
zol bei 67 ℃ für 8 h verkapselt. Anschließend werden die QD Cluster über sequentielle
Zentrifugation von 3000 g bis 15000 g für 5 min fraktioniert.
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6.10 Kopplungsexperimente der magnetofluoreszen-
ten Konstrukte

6.10.1 EDC/NHS Kopplung

Für die EDC/NHS Kopplung wurde zu 500 µL Carbonsäure modifizierten SPION-Cluster
250 µL einer 1.5 mg/mL EDC-Lösung und 4.5 mg/mL Sulfo-NHS, sowie 500 µL 0.1 M
MES Puffer hinzugegeben. Nach 30 min Rühren werden die magnetischen Cluster ma-
gnetisch abgetrennt und in 1 mL PBS-Puffer aufgenommen. Anschließend wurden 700 µL
der Amino funktionalisierten QD-Cluster zu der SPION Lösung gegeben. Nach 2 h wer-
den die magnetofluoreszenten Konstrukte so oft magnetisch abgetrennt, bis die letzten 2
Überstände 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-
piktogramm

H-Sätze P-Sätze

Aceton 225, 319, 336 210, 240, 305 + 351 + 338,
403 + 233

Chloroform 302, 315, 319, 331,
336, 351, 361d, 372,
412

201, 273, 301+312+330,
302+352, 304+340+311,
308+313

DBCO-CY5 315, 319, 335 261, 264, 271, 280, 302+352,
305+351+338

Diethylenglykol 302, 373 -

Diethylether 224, 302, 336,
EUH019, EUH066

210, 301+312+330, 403+233

Divinylbenzol Keine Einstufung nach GHS

Eisen(II)chlorid 302, 314 280, 305 + 351 + 338, 310

Eisen(III)chlorid 290, 302, 315, 318 280, 305 + 351 + 338
Eisenoxid - - -
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Tabelle 11: Verwendete Substanzen und ihre Gefahren.

Substanz Gefahren-
piktogramm

H-Sätze P-Sätze

EDC 315,319,335 280, 264, 261, 271, 302+352,
305+351+338, 332+313,
337+313, 304+340,

Natrium 260, 314 223, 231 + 232, 280,
305 + 351 + 338, 370 + 378,
422

Sulfo-NHS Keine gefährliche Substanz oder Mischung gemäss Richtlinie (EC) Nr. 1272/2008
Polyisopren-b-
Polyethylenoxid

Keine Einstufung nach GHS

Polyisopren-b-
Polyethylenoxid-Azid

Keine Einstufung nach GHS

Polyisopren-b-
Polyethylenoxid-
Carbonsäure

Keine Einstufung nach GHS

Polymaleinsäure-alt-
decan

Keine Einstufung nach GHS

Salzsäure 290, 314, 335 234, 261, 271, 280, 303+361+353,
305+351+338

Styrol 226, 332, 315, 319,
361d, 372

210, 302 + 352, 305 + 351 + 338,
314

Salpetersäure 272, 290, 330, 314 210, 220, 280, 303+361+353,
304+340+310, 305+351+338

Tetrahydrofuran 225, 302, 319, 335, 351 210, 280, 301 + 312 + 330,
305 + 351 + 338, 370 + 378,
403 + 235

Toluol 225, 361d, 304, 373,
315, 336

210, 240, 301 + 310 + 330,
302 + 352, 308 + 313, 314,
403 + 233
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Tabelle 11: Verwendete Substanzen und ihre Gefahren.

Substanz Gefahren-
piktogramm

H-Sätze P-Sätze

Tris(hydroxymethyl)aminomethan Kein gefährlicher Stoff nach GHS

Oleylphosphat 318
Tween 80 Kein gefährlicher Stoff nach GHS

Wolframatophosphorsäure 314 280, 305 + 351 + 338, 310

Divinylbenzol 315, 319, 411 264, 273, 280, 302+352,
305+351+338, 332+313

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

Abbildung 71: Aufbau des split and combine Mischers von Micronit.
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 33 nm
Modell Lorentz

Gleichung
y = y0 + (2*A/pi)*(w/(4*(x-xc) 2̂

 + w 2̂))
Zeichnen C
y0 -0.02103 ± 0.00437
xc 35.48379 ± 0.00469
w 1.22442 ± 0.01874
A 2.04563 ± 0.03019
Chi-Quadr Reduziert 9.64497E-4
R-Quadrat (COD) 0.98992
Kor. R-Quadrat 0.98976

Abbildung 72: Lorentz Fit des XRDs der 33 nm Partikelagglomerate.
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 + w 2̂))
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y0 -0.00554 ± 0.0104
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Chi-Quadr Reduziert 0.00178
R-Quadrat (COD) 0.98172
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Abbildung 73: Lorentz Fit des XRDs der 70 nm Partikelagglomerate.
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A 2.11165 ± 0.06572
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Abbildung 74: Lorentz Fit des XRDs der 76 nm Partikelagglomerate.
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 + w 2̂))
Zeichnen C
y0 0.02537 ± 0.01904
xc 35.40666 ± 0.01028
w 1.34541 ± 0.07051
A 1.42578 ± 0.09993
Chi-Quadr Reduziert 0.00166
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Abbildung 75: Lorentz Fit des XRDs der 40 nm blumenförmigen Partikelagglomerate.

Im Folgenden ist das Datenblatt der verwendeten QDs für die Herstellung der QD-Cluster
angehängt.
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