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Zielsetzung des Promotionsprojekts

Als Fernziel des Promotionsprojekts wurde die Synthese multiresponsiver Kom-
positmaterialien, die die Vorteile harter und weicher Materie vereinen sollen, de-
finiert. Insbesondere sollte das Wechselspiel der Einzelkomponenten betrachtet
werden. Hierzu sollten zunéchst hochstabile, verschiedenférmige Cobaltferritna-
nopartikel, die als magnetisch responsiver Anteil des Komposits fungieren sollen,
synthetisiert werden. Als weiches Matrixmaterial sollte eine thermoresponsive
Gelmatrix  bestehend aus dem verbreiteten Poly-N-Isopropylacrylamid
(PNIPAM) als Modellsystem synthetisiert werden. Die Erstellung des eigentlichen
Kompositmaterials sollte im Wesentlichen iiber zwei verschiedene Ansétze erfol-
gen:

Fiir ein Core-Shell Verfahren sollten die Cobaltferritpartikel zunéchst mit einer
Silikahiille umhiillt werden und iiber Oberflaichenfunktionalisierung diese Hiille im
Anschluss mit einer vinylischen Verbindung versehen werden, um eine grafting-to
Polymerisation direkt an der Partikeloberfliche zu realisieren. Die entstandenen
Partikel-Gel-Komposite (fliissigphasige Mikrogele) kénnten optional in einem Fol-
geschritt zu einem festphasigen Makrogel quervernetzt werden. Als zweites Ver-
fahren sollte das Komposit iiber ein Vermischen von Cobaltferritnanopartikeln,
mit und ohne Silikahiille, mit einem zuvor quervernetzten Gel hergestellt werden.

Zur Charakterisierung der Materialen sollten die Nanopartikel dynamisch und
statisch in Suspension sowie im Gel charakterisiert werden. Die thermoresponsi-
ven Eigenschaften des Gels sollten im Wesentlichen {iber dynamische Lichtstreu-
ung untersucht werden. Hierbei stand vor allem der Einfluss der Vermischung auf
die Eigenschaften der jeweiligen Einzelkomponenten im Vordergrund des Interes-

ses. Da im Rahmen des Gesamtprojekts ein Anwendungsbezug hergestellt werden




sollte, wurden die Partikel auf ihre Effizienz fiir die magnetische Hyperthermie
untersucht. Da diese potenzielle Anwendung primér im medizinischen Bereich
relevant ist, wurden weiterhin erste toxikologische Untersuchungen ausgewahlter

Nanopartikel angestrebt.
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Im Rahmen dieses Promotionsprojekts wurde eine geeignete Syntheseroute fiir
Cobaltferritnanopartikel anhand gegebener Parameter etabliert und optimiert.
Die vom Partikelsystem geforderten Parameter lassen sich dabei in zwei Katego-
rien einteilen. Zunéchst soll es moglich sein, reproduzierbar grofere Volumina
eines im wéassrigen Medium hochstabilen Kolloids zu produzieren. Zusétzlich sol-
len die Partikel eine hohe Séattigungsmagnetisierung aufweisen. Als Mischferrit ist
Cobaltferrit gegeniiber anderen Ferriten besonders stabil gegeniiber Oxidation.
Durch die hohe magnetokristalline Anisotropie, woraus eine hohe Koerzitivitéat
des Materials resultiert, ist Cobaltferrit weiterhin aufgrund seiner stabilen mag-
netischen Phase sehr attraktiv. Synthesen iiber thermische Dekomposition sind
insbesondere aufgrund des aufwendigen Phasentransfers und des haufig geringeren
magnetischen Moments in diesem Rahmen unpraktikabel. Die Wahlmethode iiber
Fallung in Wasser sollte Partikel mit einer moglichst hohen Biokompatibilitat
erzeugen, weswegen Citrat als bevorzugter Ligand ausgewéahlt wurde. Fiir die wei-
tere Prozessierung wurden die Partikel anschliefend héufig mit einer Silikahiille
ummantelt.

Sowohl reine Partikel mit einem Kerndurchmesser von ca. 18 nm als auch
Core-Shell-Partikel mit etwa 25 nm Gesamtdurchmesser wurden mit einer Jurkat-
Zellkultur auf ihre Toxizitdt untersucht. Parallel dazu wurde die Eignung des
Partikelsystems fiir die Hyperthermie iiberpriift. Eigens dafiir wurde eine kom-
pakte und teilautomatisierte Hyperthermieanlage entwickelt und konstruiert. Das
Partikelsystem wurde im Detail vor allem dynamisch-magnetisch charakterisiert

und anschliefsend in der Hyperthermieanlage untersucht. Die Partikel verfiigen

I1I



Zusammenfassung

liber eine ausgezeichnete Warmeleistung von bis zu 40 Wg! bei kleinen Magnet-
feldern von 25 mT und 10 kHz. In einem abschliefsenden Projektschritt wurden
die Partikel-Matrix-Interaktionen in einer PNIPAM-Matrix in der Hyperthermie

im Vergleich zu rein wéassrigen Partikeln betrachtet.

v



Abstract

Abstract

This thesis presents a highly stable cobalt ferrite nanoparticle system that was
chosen from a plethora of potential synthetic approaches as the most suitable and
optimized for this project. This ferrite was chosen due to its inherent stability to
oxidization which results from being a mixed ferrite. The strong magnetocrystal-
line anisotropy of cobalt ferrite enables a highly stabilized magnetized state. The
main requirement for the nanoparticles can be divided into two categories: The
‘technical’ demands mainly revolve around the high colloid stability and elevated
magnetic moment of the particle system. The ‘application-oriented’ challenges for
the particle system start with the strong magnetic response of the system and aim
towards applicability in biological environments (in vitro and in vivo). To pro-
mote biocompatibility, only aqueous ferrofluids were considered and citrate was
used as primary stabilizing ligand which has shown to be inherently biocompatible
to a certain degree. Those particles measuring roughly 18 nm in diameter were
also encased in a silica shell resulting core-shell particles with a thickness of about
3.5 nm, blocking interactions of cobalt with the surrounding medium. Both sys-
tems were tested for their toxicological footprint using a jurkat cell line. The
particle systems were also extensively characterized by dynamic magnetic tech-
niques such as ac-susceptometry and magnetic particle spectroscopy to assess their
suitability for magnetic hyperthermia. A custom hyperthermia setup was con-
structed to investigate the heating properties of the particle system in an ac-
magnetic field. The particles show an exceptional heat generation of 40 Wg!l at

weak fields of 25 mT and a very low frequency of 10 kHz.




Abstract

Ultimately, the particle-matrix interactions of the hard-magnetic cobalt ferrite
particles were examined using poly-N-isopropylacrylamide as matrix material as
this polymer is highly researched and thus enables comparability to a range of
literature data. A comparative study of aqueous colloids and gel-colloid compo-
sites was conducted to examine if a contactless phase transition can be induced

by an ac magnetic field.
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Einfiihrung

1. Einfithrung

Magnetismus ist ein bereits im Antiken Chinalll entdecktes Phinomen und
weckt bis heute weites Interesse nicht nur in der Fachwelt, sondern auch im all-
taglichen Leben. Neben den klassischen Permanentmagneten, die nahezu jeder
Haushalt in unzahligen Formen und Farben besitzt, macht auch verbreitete Elekt-
ronik, wie Lautsprecherl?l oder elektronische Schldsser, hiufig fiir viele unbewusst
Gebrauch des Magnetismus. Auch die Hochtechnologie kommt ohne Nutzung von
magnetischen Materialien nicht aus, bspw. in Festplatten (Abbildung 1), die trotz
ihrer mittlerweile {iber 50-jdhrigen Geschichte, bis heute zwar stetig optimiert,
aber noch nicht durch eine génzlich andere Technologie verdriangt werden konn-

ten. 3l

Abbildung 1: Fotografie einer gedffneten 3,5 Festplatte. Die Datenspei-
cherung mittels (remanenter) Magnetisierung der Plattenscheiben er-
folgt durch den Schreib-Lese-Kopf, indem sich ein Elektromagnet befin-
det. Die Auslesung der Daten erfolgt iiber die durch die Remanenzmag-
netisierung bewirkte Induktion im Schreib-Lese-Kopf.

(©Alchemist HP - Wikimedia Commons

Obwohl magnetisches Verhalten bereits seit iiber zwei Jahrtausenden bekannt

ist und bereits in den 1860er Jahren der Elektromagnetismus insbesondere durch
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Maxwellll beschrieben und erforscht wurde, kann das eigentliche Phinomen des
Magnetismus erst seit Etablierung der Quantenmechanik Anfang des 20. Jahr-
hunderts iiberhaupt erklirt werden.l5! In der zweiten Hilfte des 20. Jahrhunderts
wurde mit der Erfindung und Etablierung der Ferrofluide die gesamte Material-
klasse, die zuvor nur auf Feststoffbauteile beschrankt war, zusitzlich um den fliis-
sigen Aggregatzustand erweitert. Somit wurden neben festen, meist sproden Mag-
neten nunmehr auch ,fliissige Magnete® fiir potenzielle Anwendungen zur Verfii-
gung gestellt.[6]

Die zweite Materialklasse, die in diesem Projekt eine wichtige Rolle spielt, sind
Polymere, insbesondere responsive Polymere. Auch wenn Polymere bereits seit
Jahrhunderten Anwendung finden, z.B. in verschiedenen Gummis wie Kautschuk,
und auch simtliche Lebensformen diverse Biopolymere wie DNAI"l und Proteinelsl
beinhalten, findet eine bewusste industrielle Anwendung dieser erst seit Anfang
bis Mitte des 20. Jahrhunderts statt.l Seit Ende des letzten Jahrhunderts kénnen
mit der Etablierung der kontrolliert radikalischen Polymerisationenl/'%: 11l neben
groken Mengen simpler, alltdglicher Polymere wie Polyethylenterephthalat
(PETI2) fiir Lebensmittelverpackungen, Acrylnitril-Butadien-Styrol (ABS) fiir
Haushaltsprodukte und Elektronikgehéduse (Abbildung 2) nunmehr auch hochspe-
zifische Polymere in nennenswerten Mengen hergestellt werden.['3] Die Begriffe
,selbstheilende’ und ,stimuli responsive Materialien‘ haben sich in den letzten Jah-
ren als zentrale Themen vieler Polymerarbeitsgruppen weltweit unter dem Stich-

wort smart materials etabliert.[14-16]
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Abbildung 2: Fotografien zweier Polymere in Alltagsgegenstinden.

ABS-Kunststoff als typisches Gehdusematerial am Beispiel eines Han-

dycovers (links) sowie PET als hdufige Umverpackung von Lebensmit-

telcontainern, hier einer Wasserflasche.

(© Md Ashik (1), Nicole Gordine (r) - Wikimedia Commons
Selbstheilende Materialien sind Materialien, die {iber reversible, chemische Ver-
bindungen verfiigen, beispielsweise Wasserstoffbriicken, und sich nach einem
Schaden selbst regenerieren kénnen. Das Konzept hinter diesen Materialen ist
denkbar simpel: Wird ein Material, welches intermolekulare Wasserstoffbriicken
bildet einer externen Storung, beispielsweise durch einen Riss, ausgesetzt, brechen
die Wasserstoffbriicken auf. Dieses Aufbrechen ist reversibel und die Wasserstoff-
briicken konnen sich erneut ausbilden, um anschlieffend die Ursprungseigenschaf-
ten des Materials wiederherzustellen. Wahrend die Konzeption solcher Materialen
unkompliziert ist, stehen der Massenproduktion doch sehr komplexe Herstellungs-
prozesse im Wege. So diirfen die grundlegenden Materialeigenschaften, z.B. die

Duktilitat, Steife etc., wenig bis gar nicht durch die selbstheilenden Elemente

beeinflusst werden. Weiterhin miissen die entsprechenden Elemente iiberhaupt
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erst in das Material entweder durch entsprechende Monomere oder durch post-
synthetische Modifikation eingebracht werden.[!7]

Stimuli responsive Polymere sind eine Materialklasse, die auch in diesem Pro-
jekt Anwendung findet. Grundsétzlich beschreibt der Terminus Materialien, die
auf externe Reize, wie Temperaturl'sl, pH-Wert['9, Licht/20l mit einer idealerweise
reversiblen Anderung der Konformation reagieren. Das etablierteste thermo-
responsive Polymer ist Poly-N-Isopropylacrylamid (PNIPAM), da seine Phasen-
iibergangstemperatur in der Ndhe der Korpertemperatur liegt und daher schon
friih fiir potenzielle medizinische Anwendungen in Betracht gezogen wurde.[2!l

Ein Fernziel des vorliegenden Projekts liegt in der Herstellung von Kompositen
aus magnetischer, harter und polymerer, weicher Materie, um die Vorteile der
jeweiligen Materialklassen zu vereinen und die Nachteile zu kompensieren. We-
sentliche Nachteile von magnetischen Materialien sind die geringe Flexibilitdt des
Materials, Anfilligkeit fiir Witterung und hohe Sprodigkeit der Metalle. Letztere
kann durch geeignete Materialwahl zwar reduziert werden, limitiert aber die Aus-
wahl der magnetischen Werkstoffe generell. Die Einfithrung der Ferrofluide hat
die Vielseitigkeit magnetischer Materialen zwar enorm erh6ht, dennoch sind Kom-
posite weiterhin von sehr hohem Interesse. Polymere besitzen generell zwar eine
gute Witterungsstabilitdt, sind héufig flexibel und durch korrekte Auswahl der
Monomere konnen eine Vielzahl von Materialeigenschaften, wie Hérte, Dehnbar-
keit, Transparenz etc. realisiert werden. Ein genereller Nachteil der klassischen
Polymere liegt in ihrer Inertheit, d.h. sie erfiillen als Werkstoff zwar ihren vorge-
sehenen Zweck konnen aber auf gednderte dufsere Bedingungen nicht reagieren

oder durch duftere Einfliisse, z.B. Strom, Feuchtigkeit, Hitze kontrolliert manipu-
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liert werden. Stimuli responsive Materialien sind ein elementarer Schritt in Rich-
tung hochspezifischer Polymermaterialien und sind vielversprechende Materialien
fiir viele Anwendungsbereiche.[22]

Kompositmaterialien besitzen den inhérenten Vorteil, dass diese zumindest im
Grunde deutlich einfacher zu variieren sind als spezifische Eigenschaften in ein
Polymer hineinzusynthetisieren‘. Aufserdem steht eine gréfere Bandbreite an
moglichen Eigenschaften fiir Komposite zur Verfiigung, bspw. sind elektrische
Leitfahigkeit oder magnetische Eigenschaften fiir Polymere &ufierst untypisch,
konnen in Kompositen allerdings relativ simpel durch korrekt abgestimmte Mi-
schung eingebracht werden. Grundlegend fiir dieses Projekt sollten magnetische
Eigenschaften in eine sehr weiche PNIPAM Hydrogelmatrix eingebracht werden,
ohne die mechanischen Eigenschaften wesentlich zu beeintrichtigen. Das Kompo-
sit wird landlaufig als Ferrogel, ein Kofferwort aus Ferritmagnet und Hydrogel,
bezeichnet.[23, 24]

Cobaltferrit hat als Kernmaterial den Vorteil, dass es aufgrund seiner hohen
magnetokristallinen Anisotropie bereits bei kleiner Kristallitgrofse nach dem
Brown’schen Relaxationsmechanismus (Kapitel 6.1.2.1) relaxiert und damit bspw.
in Hyperthermieanwendungen effektiver Warme freisetzen kann als bspw. Mag-
netit, welches bis zu relativ grofen Kristalliten noch Néel’sch relaxiert.?5] Ein
grundlegender Nachteil von Brown’sch dominierten Systemen in biologischer Um-
gebung ist, dass bei solchen Partikeln im gebundenen Zustand oder auch nur
durch eine Erhohung der Viskositit des Mediums die Heizeffektivitdt rapide ab-
nimmt. Die Gelmatrix von Core-Shell Ferrogelen kann — sofern es gelingt die
Silikatschicht zwischen Partikel und Hydrogelmatrix zu entfernen — zukiinftig als

Spacer dienen, sodass sich die eingebetteten Partikel unabhingig von der &ufseren




Einfiihrung

Umgebung frei bewegen konnen, um eine maximale Heizeffizienz zu erreichen.

Erste Ansétze hierzu sollen in dieser Arbeit vorgestellt werden.




Theorie

2. Theorie

2.1 Nanopartikelwachstum

Grundsétzlich kénnen Nanopartikel iiber zwei grundlegende Verfahren herge-
stellt werden. Das sogenannte top-down Verfahren, bei dem Bulkmaterial zu Na-
nopartikeln zerkleinert wird, wurde urspriinglich iiber einen aufwendigen Mahl-
prozess realisiert; modernere Ansétze verwenden Bulktargets fiir Physical- oder
Chemical-Vapor Deposition und liefern deutlich kontrollierbarere Ergebnisse. /20!
Auch wenn top-down Verfahren weiterhin fiir einfache Applikationen Anwendung
finden, gelten diese weitldufig doch als iiberholt und wurden durch bottom-up
Verfahren ersetzt.27)

Bottom-up Synthesen beschreiben im Wesentlichen die Erstellung eines nanos-
kaligen Materials aus einzelnen Atomen.[28 29 Um beispielsweise Eisennanoparti-
kel zu erzeugen muss ein entsprechendes Eisensalz dazu gebracht werden, sich in
Losung zu Clustern aus Eisenatomen auszubilden, um dann zu einem Partikel zu
wachsen. Der grundsitzliche Vorteil dieser Methode ist das prinzipiell sehr simple
Vorgehen. Um beispielsweise Magnetit (Fe(II)Fe(II1)204) herzustellen, werden die
entsprechenden Eisensalze im stochiometrischen Verhéltnis geldst und anschlie-
fiend iiber (Ko-)Fillung in einer geeigneten Base rapide zu Partikeln formiert. 30l
Das Partikelwachstum wurde bereits vor fast 100 Jahren durch LaMer beschrie-
ben. Die Entstehung von kolloidalen Nanopartikeln kann dabei im Wesentlichen
in zwei Phasen unterteilt werden: Nukleation und Wachstum. Um eine moglichst
monodisperse Probe zu erzeugen miissen diese Phasen nach Moglichkeit zeitlich

vollstdndig voneinander separiert werden. Hierzu gibt es diverse Ansitze, bspw.
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die Hot-Injection Methode, bei der Nukleation und Wachstum durch unterschied-
liche Temperaturen getrennt realisiert werden.3!l So wird die Nukleation generell
bei hohen Temperaturen bevorzugt und das Wachstum bei niedrigeren. Diese Me-
thode spielt vor allem bei der Herstellung von Halbleiternanopartikeln eine wich-
tige Rolle, kommt fiir eine wéssrige Synthese aufgrund der hohen Temperaturen
aber nur in Reaktoren {iberhaupt in Frage. In diesem Projekt wird die Trennung
der Nukleations- und Wachstumsphase iiber die Konzentration der entsprechen-
den Salze gesteuert. Abbildung 3 zeigt hierzu eine schematische Darstellung des

LaMer-Modells.

A Nukleation Wachstum

Ubersittigung

Monomerkonzentration

Sattigung

Reaktionszeit

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Konzentrationsabhéngigkeit
des LaMer-Modells als Funktion der Reaktionszeit. Die wesentlichen
Phasen der Partikelformation Nukleation und Wachstum kénnen direkt
iiber die Konzentration des Monomers gesteuert werden. Solange eine
iibersittigte Reaktionslosung vorliegt entstehen neue Partikel, wird
diese unterschritten wachsen vorhandene Partikel ohne Ausbildung
neuer Partikel.

Um eine monodisperse Probe zu erhalten muss die Nukleationsphase auf einen

moglichst punktuellen Zeitraum begrenzt werden. Uber die schnelle Zugabe des
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Precursors wird eine rapide Ubersiittigung der Losung erreicht, die zu einer schnel-
len Nukleation fiihrt. Dadurch, dass die Nukleationsrate so hoch ist, sinkt die
Konzentration schnell unter den iiberséttigten Bereich und es findet fiir die rest-
liche Reaktionszeit lediglich ein Partikelwachstum statt.l32

Metallische Nanopartikel wachsen in einer Vorzugsrichtung, typischerweise in
einer kubischen Raumstruktur und bilden als Nanopartikel iiblicherweise nahezu
sphérische Partikel aus. Formanisotrope Partikel kénnen iiber die Verwendung
von organischen Liganden wihrend der Synthese forciert werden. Der zugrunde
liegende Mechanismus hierzu ist die selektive Blockierung der vorgezogenen
Wachstumsnetzebene, sodass sich die Partikel erzwungenermafien in einer nicht-
priaferierten Form ausbilden.33l Auch die Kristallitgréfie kann iiber Liganden ge-
steuert werden. Weinsdure hemmt beispielsweise das Wachstum von Cobaltferrit
in Wasser und kann somit als Stellparameter fiir die Steuerung verschiedengrofser

Nanopartikel verwendet werden. 34

2.2  Ferrofluide

Der klassische Begriff Ferrofluid beschreibt stabile Dispersionen aus Eisenna-
nopartikeln in einem Tragerfluid. Die ersten Ferrofluide wurden iiber top-down
Verfahren durch langwieriges Zermahlen von magnetischen Bulkmaterialien in
Kugelmiihlen und anschlieffendes Dispergieren in langkettigen organischen Tra-
germaterialien wie Kerosin oder Olséure erstellt.lfl Abgesehen vom hohen Zeitauf-
wand bei der Herstellung solcher ,klassischen® Ferrofluide ist die geringe Kontrolle
iiber die Beschaffenheit der Dispersion problematisch, vor allem durch die inhé-
rent hohe Polydispersitit der Partikel, wodurch bereits friith Anstrengungen un-

ternommen wurden, die Produktion von Ferrofluiden zu optimieren. Heutzutage
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werden Ferrofluide nahezu ausschlieflich iiber bottom-up Verfahren aus den ent-
sprechenden Salzen verschiedener metallischer Elemente, vorwiegend weiterhin
FEisen, synthetisiert.

Der Begriff Ferrofluid hat sich mit der Evolution hochtechnischer Ferrofluide
mittlerweile stark aufgeweitet. So beschreibt dieser heutzutage allgemein ein mag-
netisches Fluid bestehend aus metallischen Nanopartikeln in einem Trégerme-
dium. Auch wenn der Grofsteil der Ferrofluide weiterhin Eisenverbindungen ent-
hilt ist dies kein zwingendes Charakteristikum fiir ein Ferrofluid.3® In techni-
schen Anwendungen, wie Lautsprecherl?l oder als Schmiermittell3¢l, finden orga-
nisch dispergierte Ferrofluide bereits seit vielen Jahren Anwendung. Wéissrige
Ferrofluide haben in der letzten Dekade besondere Aufmerksamkeit erhalten, da
die Moglichkeit fiir medizinische Anwendungen sehr vielversprechende Konzepte
ermoglicht. Mittlerweile existieren diverse kommerzielle wissrige Ferrofluide von
Firmen wie Ocean NanoTechl37l oder micromod, 38! die mitunter auch medizinische
Zulassung als Kontrastmittel fiir die Magnetresonanztomographie besitzen, um
das giftige und teure Gadolinium als Kontrastmittel zu verdringen.!39)

In den letzten Jahren sind komplexere Anwendungsgebiete wie drug-delivery,
drug-targeting oder Hyperthermie im Fokus der Forschung.[40-42l Auch bildge-
bende Verfahren wie das Magnetic Particle Imaging (MPI) bzw. die zwischenge-
lagerte Magnetic Particle Spectroscopy (MPS) befinden sich in stéandiger Weiter-
entwicklung.[43: 4] Hierfiir stellt die Kompatibilitit fiir den menschlichen Organis-
mus eine neue Herausforderung fiir die Synthese dieser Fluide da und schrinkt
das Trigerfluid auf Wasser ein.[*’l Weiterhin ist fiir die Biokompatibilitit als zu-

sitzlicher Parameter neben den magnetischen Eigenschaften, der Stabilitit des
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Fluids insbesondere im biologischen Medium auch die Toxizitat der Fluide von

elementarer Bedeutung.

2.3 Magnetismus

Magnetische Eigenschaften von Festkorpern werden in unterschiedlichen For-
men des Magnetismus einsortiert. Materialien mit permanenten Dipolen, bspw.
durch ungepaarte Elektronen, sind auf atomarer Ebene magnetisch. Wenn das
magnetische Moment jedoch sehr klein ist, wie bei den meisten Paramagneten,
kann makroskopisch kein magnetisches Verhalten beobachtet werden.

Wichtige Kenngrofien, die iiblicherweise fiir die Charakterisierung von Magne-
ten verwendet werden, sind die magnetische Permeabilitit u, die magnetische
Suszeptibilitdt y und das magnetische Moment m. Suszeptibilitdt und Permeabi-
litdt beschreiben die Magnetisierbarkeit eines Festkorpers. Dabei fungiert die Sus-
zeptibilitat als dimensionslose Grofie als Kennzahl und beschreibt, wie stark sich
ein Stoff bei gegebenem externem Magnetfeld magnetisieren lasst; hierbei gilt: je
hoher die Suszeptibilitit desto stérker lasst sich ein Material magnetisieren. Die
Suszeptibilitit und Permeabilitdit werden weiterhin verwendet um Materialien
grob in Diamagneten, Paramagneten sowie in die permanenten Magnetismusvari-
anten wie den Ferromagnetismus einzuordnen. Das magnetische Moment be-
schreibt die Starke des dem Magnetismus zugrundeliegenden Dipols. Die Magne-
tisierung M ist eine typische Kenngrofe, die verwendet wird, um magnetische
Materialien in Threr Giite voneinander zu unterscheiden. Die Magnetisierung ist
das magnetische Moment pro Masse (Massenmagnetisierung) oder pro Volumen

(Volumenmagnetisierung).[40l
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2.3.1 Elementare Begriffe des Magnetismus

2.3.1.1 Magnetisches Moment

Das magnetische Moment m ist eine vektorielle Grofse, die die Kraft beschreibt,
die von einem Magneten, im elementarsten Fall von einem magnetischen Dipol
ausgeiibt wird. Das magnetische Moment ist eine materialspezifische Kraft, die
den Vergleich zweier Materialien sehr gut ermoglicht. Ublicherweise wird als Ma-
terialparameter eines Magneten die Magnetisierung angegeben. Diese ist lediglich
das auf Masse bzw. Volumen normierte magnetische Moment und wird iiber den
Quotienten aus magnetischem Moment und der eingesetzten Masse bzw. dem ein-
gesetzten Volumen dargestellt. Das magnetische Moment eines Materials ist wei-
terhin vom externen magnetischen Feld abhéngig, typischerweise wird daher das
Sittigungsmoment bzw. die Sittigungsmagnetisierung betrachtet. 40l

Materialien mit ungepaarten Elektronen verfiigen iiber ein intrinsisches mag-
netisches Dipolmoment. Im einfachsten Fall (bei einem Bahndrehimpuls von eins)
hat ein ungepaarter Spin das magnetische Moment des Bohr Magnetons, welches

iiber Gleichung (1) beschrieben wird.[47]

e

h, = ho— (1)

2111(‘,

Das Bohr‘sche Magneton gibt die Energie des magnetischen Moments eines
stationédren, ungepaarten p-Elektrons mit der Elementarladung e, seiner Masse m,
unter Verwendung des reduzierten Planck‘schen Wirkungsquantums A pro Tesla
externen Feldes an. Das magnetische Moment ist ein kollektives Phanomen, d.h.

das Gesamtmoment eines Materials ist die Summe aller Momente der beteiligten
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Atome. Das magnetische Moment ist daher ein gutes Mafs, die magnetische Stéarke

eines Materials zu beschreiben. 48]

2.3.1.2 Curie- und Néel-Temperatur

Thermodynamisch betrachtet hat das Phinomen des kollektiven Magnetismus
zwangslaufig eine Obergrenze ab einer spezifischen thermischen Energie, da die
parallele (Ferromagnetismus) bzw. antiparallele (Antiferromagnetismus) Ausrich-
tung magnetischer Momente einen metastabilen Zustand darstellt. Auf der einen
Seite minimiert das System durch die geordnete Ausrichtung seine Austauschener-
gie, die sich bei identischen Teilchen null ndhert, auf der anderen Seite erhoht
sich durch die Ausrichtung vieler magnetischer Momente die magnetostatische
Energie des gesamten Systems. Dies fiihrt bei niedrigen Temperaturen unterhalb
der Curie-[* bzw. Néel-Temperaturl® zur Bildung von sogenannten Weiss’schen
Bezirken. Die Bildung dieser Bezirke sowie die kollektive Ausrichtung der Mo-
mente zur Verringerung der Austauschenergie verringern die Entropie des Sys-
tems signifikant. Wird das Material nunmehr erhitzt verschiebt sich das Ener-
giegleichgewicht, sodass der Entropiebeitrag zur freien Energie des Systems eine
immer signifikantere Rolle spielt. Dies fiihrt dazu, dass die magnetischen Domé-
nen des Materials ab einer fiir das jeweilige Material charakteristischen Tempera-
tur zugunsten hoherer Entropie aufgelost werden und die magnetische Ordnung
des Materials zerféllt. Oberhalb dessen verhélt sich das Material dann paramag-

netisch. 48|
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2.3.1.3 Weiss’sche Bezirke

Wie bereits im Kontext der Curie- und Néel-Temperatur erwahnt, bilden sich
Weiss’sche Bezirke in magnetischen Materialien im Wesentlichen aufgrund des
Gleichgewichts zwischen Minimierung der magnetostatischen Energie und der
Austauschenergie aus. Auf mikroskaliger Ebene gestaltet sich die Situation kom-
plizierter, da an der Grenzfliache zweier Weiss’scher Bezirke die Austauschenergie
sich bei plotzlicher Umkehr der Ausrichtung von einem zum benachbarten Dipol
lokal maximieren wiirde./>!l Es bildet sich daher eine Grenzschicht zwischen den
Weiss’schen Bezirken aus, in der sich die magnetischen Momente kontinuierlich
in ihrer Ausrichtung annéhern. Abbildung 4 skizziert eine solche Domé&nenwand
in Form einer Blochwand, die charakteristisch Weiss’sche Bezirke ferromagneti-

scher Materialen voneinander abtrennt.

Bloch-Wand

Ve

Abbildung 4: Skizze der Ausbildung einer Bloch-Wand zwischen zwei
Weiss’schen Bezirken (skizziert durch graue Wolken). Die Darstellung
nimmt keine Riicksicht auf die tatséchlichen Grofenverhéltnisse zwi-
schen Doméne und Bloch-Wand. Ebenfalls ist die Lange der Pfeile nicht
als Stérke des jeweiligen Moments zu verstehen, vielmehr soll die Mag-
netisierungsrichtung innerhalb der Bloch-Wand sowie der Beispielbe-
zirke veranschaulicht werden.

Um die Energiebarriere zwischen zwei unterschiedlich ausgerichteten

Weiss’schen Bezirken zu minimieren, erfolgt eine kontinuierliche Drehung der
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magnetischen Momente innerhalb der Bloch-Wand in Ebene der Magnetisierungs-
richtung beider benachbarter Doménen. Die Dicke einer Blochwand dpjocn ist di-
rekt abhéngig von der Anisotropieenergie des jeweiligen Materials Ej. Dies resul-
tiert daraus, dass die Ausrichtung der Blochwand zwangsldufig nicht der leichten
Achse folgen kann (Gleichung (2)), da die leichte Achse orthogonal zur Magneti-

sierungsrichtung verliuft.[52l

1

dB]och - ﬁ (2)

2.3.14 Magnetische Suszeptibilitit

Die magnetische Suszeptibilitét y ist eine dimensionslose Grofe, die das Ver-
mogen der Magnetisierung M eines Materials beschreibt, auf ein externes Mag-
netfeld H zu reagieren und wird héufig als Kenngrofe fiir die Kategorisierung

magnetischer Materialen verwendet (Gleichung (3)).

X= (3)

Die statische Suszeptibilitdt kann direkt im VSM anhand der Steigung der
Magnetisierungskurve erfasst werden. In einem dynamischen AC-Magnetfeld ist
die Suszeptibilitdt eine komplexwertige Grofe, die iiber ein spezielles Verfahren,
die Wechselfeldsuszeptometrie (ACS) erfasst werden kann, welche in Kapitel 3.4

ausfithrlich erldutert wird.!53!
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2.3.1.5 Remanenz

Wird ein magnetisches Material einem Magnetfeld ausgesetzt, so wird dieses in
Feldrichtung magnetisiert; im Fall des Diamagneten entgegen der Feldrichtung.
Wird dieses Magnetfeld entfernt, so verbleibt beim Ferro- und Ferrimagneten eine
Restmagnetisierung, die sogenannte Remanenz. Um die Remanenz Mg eines Mag-
neten zu entfernen, kann ein magnetisches Feld entgegen der Magnetisierungs-
richtung angelegt werden. Ab einer charakteristischen Feldstéirke, der Koerzitiv-
feldstarke H., wird das Material entmagnetisiert. Grundlegend werden magneti-
sche Materialien aufgrund der Koerzitivfeldstiarke in zwei Kategorien aufgeteilt.
Weichmagnetische Stoffe benotigen lediglich ein kleines Koerzitivfeld, um ent-
magnetisiert zu werden, hartmagnetische Stoffe wiederum ein hohes Koerzitivfeld
(Abbildung 5).

Auch iber thermische Energie konnen Permanentmagnete entmagnetisiert
werden. Schon erhohte Temperaturen weit unter der Curie-Temperatur verrin-
gern die Remanenz eines Ferromagneten merklich. Fiir kommerzielle NdFeB-Mag-
neten liegt die Curie-Temperatur beispielsweise iiber 300 °C.1*4 Hersteller warnen
jedoch regelméfiig davor, die Magnete oberhalb von 80 °C zu verwenden, da be-
reits dort die magnetischen Eigenschaften aufgrund der erhohten thermischen

Energie im System permanent signifikant nachlassen. %]
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A
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Abbildung 5: Schematischer Vergleich der Magnetisierungskurven eines
weichnmagnetischen (A) und eines hartmagnetischen (B) Stoffes. Die
Koerzitivfeldstarke des hartmagnetischen Stoffes ist deutlich hoher als
die des weichmagnetischen, d.h. ein hartmagnetischer Stoff kann eine
remanente Magnetisierung stabiler ,speichern‘ und eignet sich daher e-
her fiir permanente Anwendungsbereiche.

2.3.1.6 Magnetische Relaxation

FEin magnetisches Material, das durch ein externes Feld magnetisiert wurde,
relaxiert nach Abschalten des Feldes in einen energetisch giinstigeren Zustand.
FEin Paramagnet entmagnetisiert sich vollstindig, wiahrend bei einem Ferro- oder
Ferrimagneten eine Remanenz verbleibt. Unabhéngig von der Ausprigungsform
des Magnetismus folgt die Magnetisierung beim Relaxieren einem von zwei Me-
chanismen. Exakter ausgedriickt ist der Mechanismus mit der geringeren Zeitkon-
stante dominant, wiahrend der jeweils andere Mechanismus unterdriickt wird. Auf
atomarer Ebene konnen die Mechanismen nicht véllig voneinander isoliert werden,

im makroskopischen Bereich ist es allerdings durchaus moglich, dass einer der
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beiden Mechanismen nahezu vollstdndig unterdriickt wird. Beim Brown’schen Re-
laxationsmechanismus bewegt sich ein magnetischer Nanopartikel geometrisch,
d.h. der Partikel bewegt sich insgesamt. Beim Néel’schen Mechanismus bewegt
sich das magnetische Objekt nicht sichtbar, da das magnetische Moment als sol-
ches seine Ausrichtung dndert. Aufgrund der tatsédchlichen Bewegung des Parti-
kels skaliert die Brown’sche Relaxationszeit (Gleichung (4)) mit dem hydrodyna-
mischen Volumen Vy des Partikels, wéhrend bei der Néel’schen Relaxation (Glei-
chung (5)) das tatséichliche geometrische Volumen Vg des Partikels den wesent-

lichen Einfluss auf die Zeitkonstante hat.l56]

B = 11‘21{ (4)
rx = Toexp (%) (5)

Die kollektive Ausrichtung magnetischer Momente ist grundsétzlich eine Kon-
kurrenz zur thermischen Energie. Dies hat zur Folge, dass je hoher die Tempera-
tur eines Systems steigt desto kiirzer verweilen magnetische Momente in Ausrich-
tung. Sinkt die Temperatur unter einen material- sowie grofsenspezifischen Wert,
wird der magnetisierte Zustand eingefroren. Diese Temperatur wird daher blo-
cking Temperatur genannt.l571 Bei Nanopartikeln ist neben den Charakteristika,
des eingesetzten Materials die Grofse des Partikels entscheidend fiir den dominie-
renden Relaxationsmechanismus. Je grofser ein Partikel, desto wahrscheinlicher
wird dieser Partikel Brown’sch dominiert, da die Zeitkonstante fiir Néel schnell
auf eine Grofenordnung von Tagen oder sogar Jahren ansteigt. Der wesentliche
Faktor bei Partikeln unterschiedlicher Materialien bei gegebener Partikelgrofse
und Temperatur, der entscheidet welcher Relaxationsmechanismus dominiert, ist

die Anisotropiekonstante K. Je hoher K bei desto kleinerer Partikelgrofe werden
18
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diese vom Brown’schen Relaxationsmechanismus dominiert. Ein geeigneter Ver-
gleich fiir das unterschiedliche Verhalten sind hierbei Magnetit und Cobaltferrit.
Letzteres verfiigt iiber eine deutlich gréfere magnetokristalline Anisotropie als
Magnetit und wird daher bereits im hohen einstelligen Nanometerbereich
Brown’sch dominiert, wiahrend Magnetit bis iiber 20 nm Durchmesser noch

Néel’sch dominiert werden kann.

TN, Cobaltferrit z-N, Magnetit

Relaxationszeit

Nanopartikelgrofse

Abbildung 6: Schematische Veranschaulichung von Brown’scher (rot)
und Néel’scher Relaxationszeit (Blautone) in Abhéngigkeit der Parti-
kelgrofse bei konstanter Temperatur und Viskositdt. Durch die héhere
magnetokristalline Anisotropie K des Cobaltferrits liegt der Schnitt-
punkt zwischen Brown’scher und Néel’scher Relaxationszeit bei Cobalt-
ferrit bei deutlich kleineren Partikelgrofien. Die dominierende Zeitkon-
stante ist dabei die kiirzere Zeitkonstante.

Abbildung 6 zeigt schematisch das Wechselspiel zwischen beiden Relaxations-
mechanismen fiir zwei verschiedene Materialien. Die Graphen sind als Trend zu
verstehen, da keine physikalischen Werte den Kurvenverldufen hinterlegt sind.

Waihrend die Brown’sche Zeitkonstante bei konstanter Temperatur und gleichem

Medium unabhéngig vom Material linear proportional zur Partikelgrofie ist, ist
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die Néel’sche Zeitkonstante neben der Partikelgrofe stark von der Anisotropie-
konstante des Materials abhéngig. Cobaltferrit hat eine deutlich héhere magneto-
kristalline Anisotropie als Magnetit, welches auf die unterschiedlichen Spin-Bahn-
Wechselwirkungen der beiden Stoffe zuriickzufiihren ist, wodurch es bereits sehr

friih Brown’sch dominiert wird.[58: 59

2.3.2 Diamagnetismus

Diamagneten sind Stoffe, die ohne externe Einfliisse iiber keine magnetischen
Dipole verfiigen. Durch Anlegen eines externen Feldes kann ein Moment induziert
werden, welches sich antiparallel zur Feldrichtung ausrichtet. Die Suszeptibilitat
dieser Materialien ist daher negativ. Grundsétzlich sei erwéhnt, dass jedes Mate-
rial diamagnetische Eigenschaften aufweist, jedoch samtliche anderen Formen des
Magnetismus — sofern vorhanden — stark iiberwiegen, sodass weithin nur solche
Materialen als Diamagneten bezeichnet werden, die keine der anderen Formen des
Magnetismus aufweisen. Eine bekannte Eigenschaft von Diamagneten ist das ,Le-
vitieren‘ auf Permanentmagneten.[60 Durch die antiparallele Ausrichtung der in-
duzierten magnetischen Momente wird das Material vom Magneten abgestofen
und wiederum durch die Schwerkraft in Richtung des Magneten gedriickt, sodass

das Material schweben kann.48l
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2.3.3 Paramagnetismus

Als Paramagneten werden Festkorper bezeichnet, die sich parallel zu einem
externen Magnetfeld ausrichten. Paramagnetische Materialen besitzen ein perma-
nentes Dipolmoment, welches durch ungepaarte Elektronen entsteht. Ubergangs-
metalle sind daher typische magnetische Materialien. Paramagneten richten sich
entlang externer magnetischer Felder aus, verlieren jedoch jegliches kollektives
Moment nach Abschalten des Feldes, da sich die Dipolmomente ohne Feld durch
thermische Fluktuation wieder zufallig ausrichten und somit ein magnetisches

Nettomoment von null aufweisen. 48l

2.3.4 Ferromagnetismus

Die gemeinhin bekannteste Form des kollektiven Magnetismus ist der Fer-
romagnetismus. Ferromagnetische Materialen verhalten sich in einem externen
Magnetfeld wie ein Paramagnet, d.h. sie richten sich in Feldrichtung aus. Beim
magnetisierten Ferromagneten richten sich alle Weiss’schen Bezirke in Feldrich-
tung aus, benachbarte Bezirke sind daher parallel zueinander ausgerichtet. Im
Gegensatz zum Paramagneten weisen Ferromagneten nach Abschalten des Mag-
netfelds weiterhin eine Remanenz auf. Zusétzlich ist das maximale magnetische
Moment eines Ferromagneten im externen Feld deutlich gréfer als das eines Pa-
ramagneten.

Ferromagneten sind nicht beliebig stabil. Ab einer materialspezifischen Tem-
peratur, der sogenannten Curie-Temperatur, wird der Beitrag der thermischen
Energie auf das System so grofs, dass die Formation von Weiss’schen Bezirken

energetisch ungiinstiger wird als eine Konfiguration freier Elementarmagnete; das
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Material wird paramagnetisch. Curie-Temperaturen sind signifikant unterschied-
lich von Material zu Material und reichen von wenigen hundert Grad Celsius bis
zu mehreren tausend. Grundséitzlich ist Ferromagnetismus allerdings ein met-

astabiles System.[48|

2.3.5 Antiferromagnetismus

Phéanomenologisch ist ein Antiferromagnet ein Material, das nicht magnetisier-
bar ist und daher nicht auf ein Magnetfeld reagiert. Auf Strukturebene gleichen
sich Antiferro- sowie Ferromagneten jedoch nahezu vollstéindig. Der wesentliche
wenngleich auch definierende Unterschied liegt in der Ausrichtung der Elemen-
tarmagnete innerhalb der Weiss’schen Bezirke. Bei einem Ferromagneten sind die
Elementarmagnete innerhalb der Bezirke parallel, bei einem Antiferromagneten
antiparallel, sodass das Material kein Nettomoment besitzt Die Begriindung fiir
das unterschiedliche Verhalten der Spins zwischen Antiferro- und Ferromagneten
lasst sich iiber die Austauschwechselwirkung erklaren, die je nach Material eine
parallele (Ferro) oder Antiparallele (Antiferro) Ausrichtung der magnetischen Di-
pole zueinander begiinstigt. Diese wird durch das Ising Modell ndher beschrie-
ben.l611 Da Antiferromagnetismus keine Relevanz fiir diese Arbeit innehat, soll an
dieser Stelle auf die Exkursion in die statistische Physik abgesehen werden.
Grundsétzlich sei dennoch erwihnt, dass auch Antiferromagneten einen Ubergang
zum Paramagneten aufweisen. Die korrespondierende Temperatur hierzu ist die

Néel-Temperatur. 48l
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2.3.6 Ferrimagnetismus

Ferrimagneten gleichen auf molekularer Ebene Antiferromagneten, wéihrend sie
phédnomenologisch einem Ferromagneten gleichen. Auch Ferrimagneten haben in-
nerhalb ihrer Weiss’schen Bezirke antiparallel ausgerichtete Elementarmagnete,
deren Momente sich gegenseitig aufheben. Die Besonderheit von Ferrimagneten
ist die Zusammensetzung aus verschiedenartigen Elementarmagneten, typischer-
weise einem zweiwertigen Element, bspw. Co(II), Fe(II) und einem dreiwertigen
Element, bspw. Fe(IIl). Trotz der antiparallelen Ausrichtung heben sich die Mo-
mente in Summe im Gegensatz zum Antiferromagneten nicht auf und das Mate-
rial verhalt sich effektiv daher wie ein Ferromagnet. Ferrimagnetische Materialien

werden als Ferrite bezeichnet. 48l

2.4 Toxizitat

Der Begriff Toxizitdat umfasst ein breites Spektrum an Moéglichkeiten einen Or-
ganismus negativ zu beeintrichtigen. Grundsétzlich werden unter dem Begriff
toxisch Materialien zusammengefasst, die in der Lage sind, ein Lebewesen bereits
in kleinen Dosen zu schidigen.l52] Die Expositionswege mit toxischen Substanzen
sind hierbei fiir den Menschen mannigfaltig und héaufig in ihrer Wirkung gravie-
rend unterschiedlich. So kann ein Stoff beim Einatmen toxisch sein, allerdings
beim Verschlucken vo6llig unbedenklich. Die Einschétzung zur Toxizitét ist daher
ein duRerst komplexes Thema.l53] Nanopartikel, die fiir den Einsatz in der Medizin
angedacht sind, miissen daher eine Vielzahl von gerechtfertigten Bedenken iiber-
winden, bevor sie fiir die Anwendung in Betracht gezogen werden kénnen.%4 Ein
iiblicher erster Schritt zur Einschétzung der Toxizitat von potenziellen Wirkstof-

fen sind daher Zelltests. Fir einen Zelltest wird eine Zelllinie mit dem zu testenden
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Wirkstoff inkubiert und die Zellen unter Einfluss des Wirkstoffes analysiert. To-
xizitétstests dieser Form legen iiblicherweise keinen Wert auf den Expositionsweg
und lassen auch den Metabolismus auker Acht.[65 Zelltests sind trotz Vernachlis-
sigung der Exposition und des Abbaus der Nanopartikel im Organismus ein &u-
Rerst komplexes Thema. Der Korper von Sdugetieren besteht aus einer Vielzahl
an unterschiedlichen Zelltypen, die alle signifikant unterschiedlich auf Toxine re-
agieren und je nach Applikationsweg tiberhaupt nicht erreicht werden. Die Be-
stimmung der Toxizitét fiihrt im Ergebnis daher nicht, wie hdufig bei Toxinen in
der Literatur als LDsp-Wert zu finden, zu einem Wert, sondern zu unzéhligen,
sehr spezifischen Werten direkt abhingig vom Applikationsweg.l66l Im Rahmen
dieser Arbeit wurde eine toxikologische Ersteinschitzung unternommen, um einen
Anhaltspunkt fiir die Zellvertraglichkeit der eingesetzten Ferrofluide zu gewinnen.
Nur auf den Unteraspekt der generellen Zellvertréiglichkeit in der toxikologischen
Betrachtung soll daher im Folgenden eingegangen werden.

Grundsétzlich konnen Fremdkorper verschiedenste Formen von Stress auf eine
Zelle bewirken. Es gilt daher zunéchst zu klaren, ob der Fremdkorper iiberhaupt
in der Lage ist, in eine Zell einzudringen.67. 681 Auch ein Nanopartikel, der nicht
in eine Zelle eindringen kann, iibt einen Stress auf die Zelle aus. Je nach Applika-
tion kann es daher unerheblich sein, ob ein Partikel in die Zelle eindringt, nur
adsorbiert wird oder sich einfach unabhéngig der Zellen im Zellkulturmedium an-
lagert. Das wesentliche Verfahren zur Auswertung von Toxizitdtsessays ist die
Durchflusszytometrie, aber auch durch einfache Lichtmikroskopie kann die Zell-

viabilitét {iberpriift werden.[69]
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Die Durchflusszytometrie ist ein optisches Verfahren, das auf Lichtstreuung
basiert. Durch einen sehr schmalen Durchflusskanal werden einzelne Zellen nach-
einander durch das Licht eines Lasers, in moderneren Geridten mehrere Laser,
daher auch multichannel Durchflusszytometrie genannt, geleitet und im Anschluss
die Streuung des Lichts in kleinen Winkeln forward scatter (FSC) und im
90° Winkel side scatter (SSC) untersucht.[7l
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Abbildung 7: Schematischer Aufbau eines 4-Kanal-Durchflusszytome-
ters. Die zu vermessenden Zellen (hellblaue Kugeln) werden einzeln
durch den Laserstrahl gefithrt und der FSC gemessen. Das im 90° Win-
kel gestreute Licht wird ebenfalls direkt als SSC detektiert. Uber Strahl-

teiler und Spiegel werden die einzelnen langwelligeren Spektrallinien an
die entsprechenden Detektoren (Fl-x) zur Analyse gefiihrt.

Abbildung 7 zeigt schematisch den Aufbau eines Durchflusszytometers. Wih-
rend die FSC- sowie SSC-Werte Aufschluss iiber die Grofe und Granularitat der
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Zellen geben, konnen iiber die Spektrallinien Informationen iiber den Zustand
einzelner Zellorganellen gewonnen werden.[™l Diese Methode bedingt allerdings
den Einsatz von korrekten und spezifischen Farbstoffen. Eine typische Kombina-
tion von Farbstoffen ist hierbei Propidiumbromid (PI) in Verbindung mit An-
nexin A5. Propidiumbromid kann in DNA interkalieren, Annexin A5 (AxV) ist
ein spezifisches Bindungsprotein an Phosphatidiylserin (Ptd-L-Ser). Ptd-L-Ser
wird von Zellen als Marker zu Beginn der Apoptose an der Oberflache der Zell-
membran préisentiert. Das grundlegende Vorgehen zur Bestimmung der Viabilitat
von Zellen anhand der Durchflusszytometrie soll im Folgenden zur Veranschauli-
chung schrittweise beschrieben werden. Zunéchst muss eine Zellkultur unter Ein-
fluss der zu testenden Nanopartikel inkubiert werden. Ublicherweise werden fiir
jede Konzentration sowie fiir die Positivkontrolle als auch Negativkontrolle
Quadruplette angelegt. Fiir die Negativkontrolle werden Zellen unter denselben
Bedingungen wie die eigentlichen Testzellen im reinen Kulturmedium inkubiert.
Fiir die Positivkontrolle werden diese Zellen nach der Inkubationszeit mit Dime-
thylsulfoxid (DMSO) abgetotet. Nach einer gewéhlten Inkubationszeit, haufig 24
und 48 h, werden die Proben dann mit PI und AxV versetzt und nach kurzer
Inkubation gewaschen. Anschliefsend werden die Proben im Durchflusszytometer
vermessen. ||

PI fluoresziert im Maximum bei 590 nm im freien und bei 617 nm im mit DNA
gebundenen Zustand. PI kann nicht in eine intakte Zelle migrieren, sodass viable
Zellen keine Emission bei 617 nm aufweisen. Ptd-L-Ser wird von einer Zelle nur
prasentiert, wenn diese bereits die Apoptose eingeleitet hat. Zu diesem Zeitpunkt
lebt die Zelle zwar noch und hat eine intakte Membran, weswegen kein PI Signal

angezeigt wird, hat aber bereits den Zelltod eingeleitet. AxV kann daher nicht an
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viable Zellen binden. Ein Fluoreszenzsignal, genauer das Emissionsmaximum, bei
490 nm weist daher auf frithapoptotische Zellen hin. Uber die Kombination von
PI und AxV kann daher auf eines von drei Zellstadien geschlossen werden. Die
Nomenklatur verwendet die Bezeichnungen + und - fiir das Vorhanden- bzw.
Abwesend sein des jeweiligen Farbstoffsignals. ,PI- AxV-* kennzeichnet dement-
sprechend viable Zellen, da kein PI durch die Membran viabler Zellen migrieren
und dementsprechend keine Bindung mit der DNA eingehen kann. Auferdem
préasentiert eine viable Zelle kein Ptd-L-Ser, wodurch kein AxV an der Zelle haften
kann. ,PI- AxV+* kennzeichnet frithapoptotische Zellen, da diese zwar bereits
Ptd-L-Ser prisentieren, aber noch iiber eine intakte Zellmembran verfiigen. Nek-
rotische Zellen werden tiber den Nachweis ,,PI+ AxV+* bestimmt, da sowohl die
Bindung von AxV nachgewiesen werden kann und das PI durch die fragmentierte
Zellmembran in die DNA interkalieren kann. Durch die Mikrokiivette ist sicher-
gestellt, dass sich pro Messung nur eine Zelle im Messfenster befindet, sodass
durch diese Methode eine quantitative Aussage iiber das Verhiltnis von viablen
zu frithapoptotischen zu nekrotischen Zellen getroffen werden kann.|™l

Eine weitere Methode zur Kontrolle der Zellviabilitat, die parallel zum PI-AxV
staining im Durchflusszytometer analysiert werden kann, ist die Betrachtung des
mitochondrialen Membranpotentials. Ist eine Zelle intakt, ist dieses Potenzial ne-
gativ und ein entsprechend kationischer Fluoreszenzfarbstoff kann an die Memb-
ran binden. Ein in Verbindung mit PI-AxV staining haufig eingesetzter Farbstoff
ist 1,14,3,3,3‘,3‘-Hexamethylindodicarbocyaniniodid (DilC1(5)), ein kationischer
Cyaninfarbstoff, der in der Lage ist in Zellen zu migrieren und sich an die Memb-
ran von Mitochondrien anzulagern, wenn das Membranpotential intakt (negativ

geladen) ist. Uber die Fluoreszenzstirke der DilC1(5) Emissionsbande kann dann
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im Durchflusszytometer detektiert werden, ob das Membranpotenzial von Zellen
intakt (DilC1(5)-Nachweis positiv) oder gestort (DilC1(5)-Nachweis negativ)

ist.[73]

2.5 Hyperthermie

Im klassischen Sinne ist Hyperthermie ein Krankheitssymptom, welches die
Uberhitzung des menschlichen Korpers beschreibt, beispielsweise bei einer Helio-
sis.[™ In der Medizin gibt es schon lange Zeit das Bestreben iiber gezielte Uber-
hitzung spezifischer Kérperregionen malignes Gewebe, z.B. Tumore, zu zerstoren.
Die Methode zur Temperaturinduktion fiir die medizinische Hyperthermie ist al-
lerdings problematisch, da klassische Verfahren zur Temperaturerh6hung entwe-
der auf Kontakt beruhen oder unspezifisch sind. Typische Heizmethoden sind,
neben der klassischen Kontakterwarmung, kontaktlose Methoden, wie Infrarot-
strahlung oder Mikrowellen. Infrarotstrahlung ist eine nichtinvasive Methode,
heizt allerdings lediglich Oberflichen. Mikrowellen kénnen problemlos auch tiefes
Gewebe heizen, da die wesentliche Hitzeentwicklung aus der Schwingung von
Wasseratomen resultiert. Diese Methode ist allerdings wenig gerichtet und zer-
stort im entsprechenden Messfenster potenziell simtliches Gewebe.|75-77l

Gliicklicherweise ist der menschliche Organismus jedoch groftenteils unemp-
findlich gegeniiber magnetischen Wechselfeldern, selbst bei signifikanter Feld-
stirke.[™s, 7 Die Grundidee der magnetischen Hyperthermie ist daher diese fiir
den Korper weitgehend unschédliche Strahlung zu verwenden, spezifische Korper-
regionen mit malignem Gewebe anzugreifen. Hierzu muss magnetisches Material

spezifisch in der zu schiadigenden Region angelagert werden, um anschlieffend iiber
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ein magnetisches Wechselfeld die Region gezielt zu erhitzen. Das spezifische tar-
geting von Tumorgewebe sowie der ideale Applikationsweg und weitere toxikolo-
gische Risiken sind zwar eine wichtige Problemstellung, die physikalische Heraus-
forderung an das magnetische Material ist aber ebenso elementar und ein grund-
legender Ansatz hierzu soll in dieser Arbeit veranschaulicht werden.[4!l
Magnetische Elemente bzw. Verbindungen kommen im menschlichen Korper
nur in sehr geringen Konzentrationen vor.[8 Der Organismus verfiigt daher un-
abhingig von moglichen toxischen Effekten iiber keine Moglichkeit das einge-
brachte Material zu metabolisieren und die Gefahr einer Anlagerung und ggf.
Thrombenbildung besteht.l8!l Es ist daher grundlegend wiinschenswert lediglich
geringe Mengen eines Stoffes einzusetzen. Ein gutes Maf fiir die Moglichkeit wenig
magnetische Nanopartikel fiir einen gewiinschten Zweck zu bendétigen ist daher
das magnetische Moment. Je hoher das magnetische Moment eines Nanopartikels
ist, desto weniger Partikel werden benétigt, einen festgelegten Effekt zu erreichen.
Die Anregungsfrequenz spielt zwar eine entscheidende Rolle, um ein Partikelsys-
tem zu heizen, da die Frequenz allerdings extern gesteuert wird, spielt diese fiir
die Art der eingesetzten Partikel nur eine untergeordnete Rolle. Ein weiterer wich-
tiger Faktor ist der Relaxationsmechanismus der Partikel. Prinzipiell eignen sich
Partikelsysteme, die vom Brown’schen Relaxationsmechanismus dominiert wer-
den, deutlich besser fiir die magnetische Hyperthermie, da sie iiber eine deutlich
hohere spezifische Verlustleistung (Kapitel 6.1.2.2) verfiigen als ein Pendant wel-
ches nach Néel relaxiert.l32l Auch wenn das eigentliche drug targeting in dieser
Arbeit keine Betrachtung findet, sei angemerkt, dass durch die Fixierung eines
nach Brown relaxierenden Systems am Zielobjekt mittels einer chemischen Ver-

bindung das Partikel ggf. an der Rotation gehindert wird.
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Die specific loss power (SLP) oder spezifische Absorptionsrate (SAR) ist eine
kalorimetrische Betrachtung des ein magnetisches Partikel umgebenden Mediums
und ist damit eine indirekte Beschreibung der Heizleistung, die in Watt pro Masse
angegeben wird und ist in Gleichung (6) beschrieben. 53!

SAR = £4T (6)

Hierbei wird betrachtet welche Temperaturerhohung AT in einem Zeitintervall
At in einem Medium der Wéarmekapazitit ¢ durch eine bekannte Masse m an
Nanopartikeln induziert werden kann. Fiir die Vergleichbarkeit der Messwerte
miissen hierbei die externen Parameter wie Feldstéirke, Frequenz und Gesamtvo-
lumen beriicksichtigt und zusétzlich genannt werden. Der grofse Vorteil dieser
Betrachtungsweise ist die gute Zugéanglichkeit aller Messgroften und trotz Ein-
schrankungen eine gute Vergleichbarkeit der Daten unabhéngig vom eingesetzten
Material. Da die SLP jedoch keine direkten Riickschliisse auf die externen Para-
meter des Magnetfeldes schliefsen lasst, wird in der Literatur langsam versucht
die SAR durch die intrinsic loss power (ILP) zu verdréngen. Die intrinsische

Verlustleistung ist in Gleichung (7) in Abhéngigkeit der SLP gezeigt.

ILP = SLP (7)

Es sollte nicht unerwahnt bleiben, dass die ILP nicht dazu dient, zuséitzliche
Informationen iiber die Hyperthermieeffizienz zu erhalten, sondern lediglich dazu

die interessanten Parameter in einer Kennzahl zu vereinigen.
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3. Methoden

In diesem Kapitel sollen in Kiirze die wesentlichen Standardmessmethoden fiir
die Datenakquise des Projekts vorgestellt werden. Die Diskussion nicht standar-
disierter Messverfahren, insbesondere der dynamisch magnetischen Charakterisie-

rung, soll an spéterer Stelle erfolgen.

3.1 Transmissionselektronenmikroskopie

Die Transmissionselektronemikroskopie (TEM) ist ein bildgebendes Verfahren,
um besonders kleine Strukturen im Nanometerbereich auflésen zu kénnen. Eine
Faustregel fiir die konventionelle Lichtmikroskopie nach Abbe ist, dass die zur
Bildgebung verwendete Strahlung im idealen Fall Strukturen bis maximal zur
halben Wellenlinge des eingesetzten Lichts auflésen kann.[ Das sichtbare
Lichtspektrum beginnt bei etwa 400 nm, d.h. selbst mit einem idealen Lichtmik-
roskop konnen Strukturen bis minimal 200 nm aufgelost werden. Die Wellenlénge
eines iiber eine Spannung beschleunigten Elektrons wird iiber die de Broglie Wel-

lenléinge (Gleichung (8)) bestimmt.[35]

h h
)‘Zﬁzm (8)

Die Wellenldnge eines Elektrons ist demnach unter Beriicksichtigung des
Planck’schen Wirkungsquantums h invers proportional zu dessen Impuls p. Da
der Impuls iiber ein elektrisches Feld gegeben wird, ergibt sich fiir die de Broglie
Wellenlénge ein direkter Zusammenhang zwischen A und Beschleunigungsspan-
nung U unter Verwendung der Elementarladung e sowie der Elektronenmasse me.

Fiir eine typische Beschleunigungsspannung von 100 kV ergibt sich daher eine

31



Methoden

Elektronenwellenlinge von 0.004 nm und somit eine theoretische Auflosungs-
grenze von 0.02 A. Analog zum Lichtmikroskop sind diese theoretischen Aufls-
sungslimits im Messbetrieb nicht erreichbar. Ein typisches TEM kann daher iib-
licherweise Strukturen im einstelligen Nanometerbereich auflésen. Ein Elektro-
nenmikroskop ist ein hochkomplexes System zur Erzeugung, Fokussierung und
Bildgebung von Elektronenstrahlung. Abbildung 8 zeigt schematisch den Grund-

aufbau eines solchen TEM.

=
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Abbildung 8: Schematischer Aufbau eines Transmissionselektronenmik-
roskops mit Elektronenquelle (1), Kondensor- (2) und Objektivapertur
(4), Kondensor- (3) und Objektivlinse (6), Probenhalter (5) sowie Sicht-
fenster (7), Fluoreszenzschirm (8) und CCD-Kamera (9). Das Inlay zeigt
eine Elektronenquelle mit einer LaBg-Glithkathode mit dem Filament
(1a), dem Wehneltzylinder (1b), der Anode (1c) und der Beschleuni-
gungsspannung (1d).

— eigene Darstellung
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Die Apparatur muss unter Hochvakuum betrieben werden, da Elektronen leicht
von Luftmolekiilen abgelenkt werden kénnen und folglich dann nicht mehr fiir die
Bildgebung zur Verfiigung stehen. Das Schema zeigt des Weiteren nur den Grund-
aufbau eines TEM. Die meisten kommerziellen Geréte bieten Moglichkeiten zur
Aufnahme von Elektronenstreuung und verfiigen daher iiber mindestens ein zu-
sitzliches Paar Elektronenlinsen sowie iiber eine entsprechende Apertur.

An der Elektronenquelle, auch gun genannt, wird ein LaBg-Kristall erhitzt.
Aufgrund der geringen Elektronenaustrittsarbeit von LaBg reichen bereits geringe
Temperaturen um 30 °C aus, um den Kristall zur Elektronenemission zu bewegen.
Mittels der Beschleunigungsspannung werden die emittierten Elektronen in Rich-
tung Probe beschleunigt und vom Wehneltzylinder grob selektiert, sodass nur
geringe Streuwinkel aus der gun austreten kénnen. Die Kondensorapertur selek-
tiert im Strahlengang, bevor die Probe getroffen wird, die Elektronen weiter vor.
Uber eine grofe Kondensorapertur kann eine hohe Elektronenintensitit auf der
Probe erzeugt werden jedoch nimmt die Helligkeit ab. Die Elektronenlinsen dienen
der Fokussierung des Strahls und iiber die Objektivapertur kann der Kontrast
erhoht werden, da von der Probe gestreute Elektronen herausgefiltert werden. Die
Elektronenlinsen sind keine klassischen Linsen, sondern Spulenpakete, die iiber
einen angelegten Strom ein Magnetfeld erzeugen, welches die Elektronen in die
gewiinschte Richtung ablenken kann. Die klassische Detektion erfolgt auf einem
Fluoreszenzschirm, der es ermdglicht ein Negativbild der Probe in starker Vergro-
Rerung mit blofem Auge zu sehen. Der Schirm kann in der Regel eingeklappt

werden, um die Aufnahmen mittels einer CCD-Kamera zu digitalisieren.[S6]
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3.2 Dynamische Lichtstreuung

Die dynamische Lichtstreuung (DLS) ist ein zeitaufgelostes Streuverfahren, das
auf elastischer Streuung von Strukturen in Losung, bspw. kolloidaler Nanopartikel
oder geloster Polymere, basiert. Uber DLS kann eine Vielzahl von Informationen
iiber eine Probe gewonnen werden. Hauptséachlich wird diese fiir die Bestimmung
des hydrodynamischen Radius Rpg und der zugehorigen Grofenverteilung einge-
setzt. Aber auch das Vorliegen mehrerer Gréftenverteilungen oder Anisotropie ei-
ner Probe kénnen bestimmt werden. Samtliche Messungen kénnen theoretisch
winkelabhéngig sowie temperaturabhéngig durchgefithrt werden. Der grundle-
gende Aufbau fiir eine DLS-Apparatur besteht aus einer monochromatischen
Lichtquelle, meist ein Laser mit einer Wellenldnge im sichtbaren Bereich zwischen
400 und 600 nm, einer temperierbaren Probenkammer und einem Detektor, dessen

relativer Winkel zur Probe liber ein Goniometer verfahren werden kann.

A B
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Intensitat
normierte Autokorrelation

Zeit Zeit

Abbildung 9: Schematische Intensitats-Zeit Fluktuation einer verdiinn-
ten Partikelprobe in der dynamischen Lichtstreuung (A). Aus dieser
Fluktuation ergibt sich eine Autokorrelationsfunktion fiir g1 (B), die
hiufig normiert dargestellt wird, welche anschliefend gefittet werden
kann, um Informationen iiber die Diffusion der Partikel zu erlangen.
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Abbildung 9A zeigt die typische zeitabhéngige Intensitatsfluktuation einer ver-
diinnten Probe bei fixem Winkel. Diese Intensitatsverteilung kann mittels einer
Autokorrelationsfunktion zweiter Ordnung g» beschrieben werden (Gleichung (9)).
Die Korrelationsfunktion stellt einen Zusammenhang zwischen der Intensitiat zu
einem beliebigen Zeitpunkt /() mit der Intensitdt verschiedener Zeitinkremente ¢
I(t+7) her. Da sehr verdiinnte Proben vermessen werden, ist es unwahrscheinlich,
dass die aufgrund von Streuung entstehende und iiber Diffusion fluktuierende In-
tensitdt mehrerer Teilchen korreliert.

I(t)I T
g(r) = Lfien) 0

Der Verlauf der Autokorrelationsfunktion gibt daher Aufschluss {iber die mitt-
lere Verweildauer eines Streuzentrums im Laserstrahl, d.h. an dem Punkt, ab dem
die Korrelationsfunktion abnimmt, verlasst das vermessene Teilchen den Laser-
strahl. Grofe Teilchen diffundieren langsamer und verweilen daher ldnger im
Messfenster, wahrend kleine Teilchen schneller diffundieren und kiirzer im Mess-
fenster verweilen. Die iibliche Herangehensweise zur Auswertung dieser Daten ist
die Autokorrelationsfunktionsfunktion erster Ordnung ¢ als einfachen exponenti-
ellen Abfall zu betrachten. Der Zusammenhang zwischen Autokorrelation erster
und zweiter Ordnung ist hierbei durch die Siegert Beziehung gegeben (Glei-
chung (10)).187

91(1) = /95(7) =1 = exp(=I"T) (10)

Da realistische Proben in der Regel nicht monodispers sind, wird ¢; als Summe
aller exponentiellen Abfélle dargestellt. Es gilt daher die erweiterte Form von

Gleichung (10) (Abbildung 9B):
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g,(1) = j(;oo G(I')exp(—I'r)dI’ (11)

Fiir die Auflésung nach der mittleren Abfallsrate I" gibt es diverse numerische
Ansétze. Der greifbarste und vermutlich meist genutzte Ansatz ist der sogenannte
Kumulantenfit, bei dem es sich um eine Taylorentwicklung von ¢, handelt (Glei-

chung (12)).

g, (7) :exp(—ﬁ(l—g—?TJr%szi---)) (12)

Die mittlere Abfallrate kann direkt iiber den ersten Kumulanten bestimmt wer-
den und steht in direktem Zusammenhang mit dem Diffusionskoeffizienten D un-

ter Beriicksichtigung des Streuvektors ¢ (Gleichung (13)).

D =

QNlH‘

(13)

Die Bestimmung von Ry erfolgt letztlich iiber die Stokes-Einstein Beziehung,
die die Diffusion unter Beriicksichtigung der thermischen Energie kg7 und der
dynamischen Viskositét 7 des Losungsmittels in Beziehung mit dem hydrodyna-
mischen Radius setzt (Gleichung (14)).188]

kgT
RH — 67TB77D (14)

Der geschilderte Ansatz ist fiir relativ schmal verteilte, monomodale Proben
sehr genau. Mehrere Moden koénnen ebenfalls iiber zwei oder mehrere gefittete
Abfallraten sehr genau bestimmt werden. Bei der Auswertung der Messdaten
muss allerdings beriicksichtigt werden, dass die Streuintensitit insgesamt mit der
sechsten Potenz vom Partikelradius abhéngt. Dies hat zur Folge, dass eine unge-

wichtete Grofsenverteilung zweier Partikelspezies mit einem kleinen Anteil grofier
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Partikel und einem groflen Anteil kleinerer Partikel das gegenteilige Verhéltnis
suggeriert. Eine Intensitatsgewichtung der entsprechenden Groéfsenverteilungen ist

daher sehr wichtig.[87]

3.3 Vibrating Sample Magnetometer

Zur Bestimmung der Magnetisierbarkeit eines Materials wird in der Regel ein
Vibrating Sample Magnetometer (VSM) verwendet.[®] Hierzu wird mittels eines
homogenen Magnetfeldes die Probe schrittweise magnetisiert. Die jeweilige Probe
wird dabei parallel zur Feldrichtung mit einer geringen Frequenz von ca. 25 Hz
vibriert. Der magnetische Fluss des durch das externe Feld magnetisierten Mate-
rials induziert nach dem Faradaygesetz orthogonal zur Bewegungsrichtung einen
Strom.[%] Dieser Strom wird iiber Pick-up Spulen gemessen und kann mittels einer
Referenz in das magnetische Moment bzw. zusétzlich iiber Relation zur
Masse/zum Volumen in die Magnetisierung umgerechnet werden. Standardméfig
werden solche Magnetisierungsmessungen als M /H-Kurven aufgetragen und ha-
ben einen charakteristischen sigmoidalen Verlauf.

Abbildung 10A zeigt eine beispielhafte Magnetisierungskurve eines weichmag-
netischen ferro- oder ferrimagnetischen Materials unter Auslassung der Neumag-
netisierungskurve, die im Ursprung starten und bis zur Sattigungsmagnetisierung
verlaufen wiirde. Aus einer solchen Magnetisierungskurve lassen sich wichtige Pa-
rameter eines magnetischen Materials direkt bestimmen. Das Hauptaugenmerk
bei der Messung im VSM liegt i.d.R. in der Séttigungsmagnetisierung Ms, die im

Maximalwert — analog im Minimalwert — abgelesen werden kann.
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Abbildung 10: Typische Darstellungsform einer Magnetisierungskurve,
auch M/H-Kurve genannt. (A) zeigt die Magnetisierung (M) gegen die
Feldstiarke des Magnetometers (H) eines weichmagnetischen ferro- oder
ferrimagnetischen Materials mit den typischen magnetischen Kenngro-
Ren: Der Sattigungsmagnetisierung Ms im Maximum des Verlaufs, der
Remanenz Mg im Schnittpunkt der y-Achse sowie der Koerzitivfeld-
starke Hg im Schnittpunkt der x-Achse. (B) zeigt die M/H-Kurve eines
(super-)paramagnetischen Materials, welches keine Hysterese und daher
keine Remanenz und Koerzitivfeldstirke aufweist.

Bei ferro- bzw. ferrimagnetischen Materialien kann aufserdem die Remanenz
Mg, d.h. die Restmagnetisierung nach Abschalten des Feldes, sowie die Koerziti-
vieldstirke H., die zur Entmagnetisierung des Materials notige entgegengesetzte
Feldstéarke, abgelesen werden. Wahrend vorgenannte Parameter direkt aus der
Magnetisierungskurve abgelesen werden kénnen, kénnen auch relative Informati-
onen gewonnen werden. Anhand der Steigung im linearmagnetischen Bereich kann
beispielsweise die Anfangssuszeptibilitdt yooder die Grofenverteilung der magne-
tischen Momente bestimmt werden (Kapitel 6.1.2.4). Grundsétzlich kann anhand
der Kurvenform aufserdem wie bereits geschildert erkannt werden, ob ein Stoff
sich ferro- oder ferrimagnetisch oder eher wie ein Paramagnet (vgl. Abbildung 10

A und B) verhélt. In Ferrofluiden kann anhand von Vergleichsmessungen aufser-

dem die Konzentration des magnetischen Anteils bestimmt werden.
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3.4 Wechselfeldsuszeptometrie

Die Wechselfeldsuszeptometrie (Alternating Current Susceptometry - ACS) ist
eine Methode zur Bestimmung der dynamisch magnetischen Eigenschaften, ins-
besondere der Wechselfeldsuszeptibilitdt. Der Messaufbau besteht typischerweise
aus einem entkoppelten, in Reihe geschalteten Paar identischer Zylinderspulen,
die fiir die Erzeugung eines Wechselfeldes verwendet werden, und einem Paar
identischer Detektionsspulen mit entgegengesetztem Wicklungssinn, sodass ohne
externe Faktoren der gemessene Strom durch Induktion null betrdgt. In eine der
Spulen wird eine magnetische Probe fixiert und mittels Anregungsspule ein mag-
netisches Wechselfeld niedriger Feldamplitude angelegt. Die Feldstéirke muss ge-
ring genug sein, dass die Magnetisierung der Probe nicht in Sittigung geht, da
nur die Fundamentalfrequenz detektiert werden kann (vgl. linearer Kurvenanteil
in Abbildung 10). Nach Faraday ist die induzierte Spannung U negativ proporti-
onal zur zeitabhiingigen Anderung der magnetischen Flussdichte @ bzw. Magne-
tisierung M, welche durch das Wechselfeld innerhalb der Probe erzeugt wird (Glei-
chung (15)).

Uindm—%—foc—% (15)

Die Suszeptibilitat y ist die Abhangigkeit der Magnetisierung von der externen

Feldstérke. Auch zeitabhéngig gilt dieser Zusammenhang (Gleichung (16)).

_dMm dH __ dM
X=%/!% =91 (16)

Das Detektionssignal als Funktion der Frequenz ist dabei eine komplexe Grofe,

die allgemein durch Gleichung (17) beschrieben werden kann:
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Aelwtra) — A(cos(a) + isin(a)) (17)

Mit der Amplitude, hier die induzierte Spannung A, der Kreisfrequenz des
Magnetfelds w und dem Winkel der Phasenverschiebung a. Bei niedrigen Fre-
quenzen unterhalb der effektiven Zeitkonstante der Nanopartikelprobe kann die
Magnetisierung dem Anregungssignal folgen, d.h. es findet keine Phasenverschie-
bung des Messsignals statt und das Messsignal ist eine rein reelle Gréfse. Oberhalb
der Zeitkonstante der Nanopartikel konnen diese dem Anregungssignal nicht mehr
(vollstandig) folgen und es findet eine steigende Phasenverschiebung des Messsig-
nals statt, d.h. der Realteil nimmt ab und der Imaginarteil nimmt zu. Steigt die
Frequenz weiter kann die Probe dem Anregungssignal gar nicht mehr folgen und
es entsteht kein induzierter Strom mehr, also sinkt auch der Imaginérteil auf null
ab. Die Frequenzabhingigkeit der Suszeptibilitidt y(w) kann iiber das Debye-Mo-
dell beschrieben werden (Gleichung (18)). Dieses kann in Real- (19) und Imagi-
narteil (20) aufgeteilt werden. Moderne digitale Lock-in Verstérker sind in der

Lage Real- und Imaginérteil automatisch getrennt auszugeben.

X(w) = X' (W) +ix" (W) = Xo T7iz7 (18)
Re(x) =x" = Xoﬁwﬂz (19)
Im(x) = X" = Xo T (wr)? (20)

Aus den ACS Daten kann neben der eigentlichen frequenzabhéngigen Suszep-
tibilitdt auch die DC Suszeptibilitat yp direkt sowie die Zeitkonstante der Probe
7 iiber das Maximum des Imaginéarteils abgelesen werden, dabei gilt fiir die Ab-

leitung des Imaginérteils im Maximum:
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T = (21)

- 2w frnax

Ist der Relaxationsmechanismus der Partikel bekannt, kann aus der Zeitkon-
stante direkt der hydrodynamische bzw. geometrische Radius des vorliegenden
Partikelsystems iiber die Zeitkonstante bestimmt werden. Im einfachsten Fall
— wie auch das in dieser Arbeit primér diskutierte Partikelsystem — relaxieren die
Partikel nach dem Brown’schen Mechanismus, hierfiir wird der iiblicherweise das
indexierte tp verwendet. Fiir den hydrodynamischen Radius Ry kugelférmiger
Teilchen gilt daher Gleichung (22) unter Beriicksichtigung der Viskositédt n des

Suspensionsmediums und der thermischen Energie kpT.

Ry = {famel (22)
Eine beispielhafte ACS Messung einer ideal dem Debye-Modell folgenden Probe
ist in Abbildung 11 dargestellt. In einer realen Messung ist es uniiblich, dass das
Maximum des Imaginéarteils direkt im Wendepunkt des Realteils liegt, da die
Grofsenverteilung von Nanopartikelproben direkten Einfluss auf den realen Kur-

venverlauf nimmt.!56l
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1.0}

Abbildung 11: Beispielhafte Darstellung eines typischen ACS-Spekt-
rums nach dem Debye-Modell, normiert auf y, gegen die Kreisfrequenz.
Der Schnittpunkt zwischen Real- und Imaginérteil liegt dabei nur bei
ideal monodispersen Partikeln im Wendepunkt des ersteren und Maxi-
mum des zweiteren. In realen Proben ist dieses Verhalten nicht zu be-
obachten.

3.5 Rontgendiffraktometrie

Rontgendiffraktometrie (XRD) ist ein Standardverfahren zur Strukturaufklé-
rung kristalliner Materialien. Der verbreitetste Ansatz ist hierbei das Debye-
Scherrer-Verfahren, bei dem eine pulverférmige Probe von Rontgenstrahlung win-
kelabhéngig bestrahlt werden und das resultierende Streumuster ausgewertet
wird. Die Idee hinter der Verwendung von pulverférmigen Proben ist, dass bei
einem Pulver jede Netzebene statistisch von Rontgenstrahlung getroffen wird.
Eine gemahlene Metallprobe liefert dabei diskrete Signale (Dirac Peaks) bei cha-
rakteristischen Winkeln, die die Bragg-Bedingung (Gleichung (23)) erfiillen.

nA = 2dsin(0) (23)
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Da Winkel und Wellenldnge vom jeweiligen Gerdt vorgegeben werden, findet
Streuung nur an ganzzahligen Vielfachen von d statt. Eine Auftragung der
Streuintensitit gegen den Winkel liefert also zunéchst einmal Informationen, ob
gewisse Gitterabstinde im vermessenen Pulver vorkommen (Signal) oder nicht
(kein Signal). Treffen zwei Rontgenstrahlung in gleichem Winkel auf einen Kris-
tall so findet konstruktive Interferenz nur statt, wenn die Bragg-Bedingung erfiillt
ist. Die Intensitéat der Signale gibt dabei direkt Auskunft iiber die relative Héu-
figkeit entsprechender Gitterabstédnde. Die einem Streuwinkel zugeordnete Kris-
tallebene ist iiber die Miller’schen Indizes fiir die erste Beugungsordnung n fiir
eine Gitterkonstante ay gegeben (Gleichung (24)).191

4 a2 sin(6)?
h? + k2 + 12 = 220 3nOF (24)

Uber entsprechende Referenzkarten kénnen Diffraktogramme direkt einer kris-
tallographischen Struktur zugeordnet werden. Bei Nanopartikeln kann die Kris-
tallitgrofle ebenfalls iiber XRD bestimmt werden. In einem idealen Kristall findet
konstruktive Interferenz und somit das Auftreten eines Reflexes im Diffrakto-
gramm pro Netzebene nur bei exakt einem spezifischen Winkel auf. Ist ein Kristall
allerdings zu klein hat dies eine Verbreiterung der diskreten Peaks aufgrund ty-
pischer Oberflichendefekte zur Folge. Diese Eigenschaft kann iiber die Scherrer-
Gleichung (25) zur Gréfenbestimmung verwendet werden. Hierzu wird die Halb-
wertsbreite bei einem starken Reflex mit dem Cosinus des Streuwinkels und dem
Formfaktor K unter Beriicksichtigung der Wellenldnge verrechnet. Die entspre-
chende Linge L entspricht dabei dem Durchmesser der Nanopartikel.[92]

_ K\
L= A(20)cos 6 (25)
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4. Reproduzierbarkeit von Forschungsdaten

Zunachst war es geplant, die in diesem Projekt vorgestellten Daten mit ver-
schiedenformigen CoFesO4 Partikelsystemen zu akquirieren und zu vergleichen.
Hierbei sollten die Partikel im Grunde dieselben Parameter erfiillen, die bereits
eingangs aufgelistet wurden, insbesondere hohe Stabilitdt im wéssrigen Medium.
Es sollten neben sphérischen vor allem formanisotrope Partikel fiir die Eignung
von dynamisch-magnetischen Messungen, insbesondere Hyperthermie und MPI,
untersucht werden, da formanisotrope Partikel in der Bildgebung deutlich inte-
ressanter zu beobachten sind.

Das grundlegende Vorgehen fiir die Synthese bestand wie iiblich in der Litera-
turrecherche zu Dbereits publizierten Syntheserouten fiir formanisotrope
CoFey04-Nanopartikel (NP). Im Vergleich zu Magnetit ist Cobaltferrit zwar eine
etwas unbeliebtere Ferritphase, vor allem im Bereich der wéssrigen Synthesen, Es
finden sich dennoch zahlreiche Publikationen unter diversen Kombinationen der
Stichworte ,anisotropic”, ,cobalt ferrite“, ,form anisotropic“ und weiteren typi-
schen Synonymen. Generell zeichnen sich diese Synthesen augenscheinlich durch
ihre Simplizitdt aus. So besteht die iibliche Synthese fiir vorgeblich anisotrope
CoFesO4-NP iiblicherweise aus dem Losen der entsprechenden Eisen- und Co-
baltsalze und deren Fallung in einer Base unter Vorlage eines jeweiligen Liganden,
haufig weitldufig verbreitete wie Polyvinylpyrrolidon (PVP), Polyethylenglycol,
Citrat, Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB). Die Bedingungen variieren im
Wesentlichen in Reaktionstemperatur, Reaktionszeit und Reaktionsdruck.

Es zeigte sich bereits relativ friih, dass die publizierten Synthesen trotz des

simplen Vorgehens faktisch nicht reproduzierbar waren. Die meisten Synthesen
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lieferten phasenreine, isotrope CoFe2O4-NP, manche Syntheserouten scheiterten
jedoch bereits an der Ausbildung der korrekten magnetischen Phase. Eine nahere
Betrachtung der jeweils zugrundeliegenden Journale, die grundsatzlich peer revie-
wed waren und mit einem Impact Factor grofer eins, hdufig sogar in der Grofien-
ordnung von drei, ausgezeichnet waren, lieferte zunéichst keine ndheren Ver-
dachtsmomente, warum die gezeigten Synthesen nicht reproduzierbar waren. Je-
doch veroffentlichte Monya Baker bereits 2016 die Auswertung einer interdiszip-
lindren Studie, die ein grofses Problem in der Datenreproduzierbarkeit in den Na-
turwissenschaften, insbesondere der Chemie, aufzeigt.l9l Fast 90% der publizier-
ten chemischen Synthesen konnen nicht von externen Wissenschaftlern reprodu-
ziert werden, zu iiber 60% scheitern selbst der publizierenden Arbeitsgruppe an-
gehorigen Wissenschaftler an der Reproduktion der Forschungsergebnisse. Auf die
Griinde hierzu soll an dieser Stelle nicht vertiefend eingegangen werden, es zeigt
sich jedoch ein tiefgreifendes Problem im Publikationswesen und eine deutliche
Vernachlassigung der statistischen Belastbarkeit von publizierten Synthesen und
Messungen.

Es soll an dieser Stelle kein Vorsatz unterstellt werden, allerdings wird von
einer Zitation des Grofsteils der gescheiterten Synthesen abgesehen, da diese Pra-
xis nicht unterstiitzt werden soll. Sdmtliche in dieser Arbeit vorgestellten Ergeb-
nisse sind aufgrund der Erfahrungen mit schlechter (statistischer) Wissenschafts-
praxis nach bestem Wissen und Gewissen reproduzierbar durchgefiihrt worden
und konnten auch von kurzzeitig beschéftigten Studenten, wie Praktikanten und
Bachelorstudenten sowie durch Kooperation mit anderen Arbeitsgruppen erfolg-

reich in Einklang gebracht werden.
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5. Aufbau einer Hyperthermieapparatur

Im Zuge dieser Promotion wurde erfolgreich ein hochstabiles Cobaltferrit Na-
nopartikelsystem mit und ohne Silikahiille synthetisiert und in verschiedenartigen
PNIPAM-Hydrogelen eingebettet. Diese Systeme fanden reges Interesse innerhalb
des Schwerpunktprojekts SPP1681 und wurden insbesondere an die PTB-Berlin,
TU Ilmenau, TU Braunschweig und das Uniklinikum Erlangen versendet. Aus der
Kooperation mit letzteren beiden Arbeitsgruppen sind Publikationen 1.2, 2.1 so-
wie 2.2 entstanden.

Zur Charakterisierung der Beeinflussung der thermoresponsiven Matrixeigen-
schaften durch die Cobaltferrit Nanopartikel sollte magnetische Hyperthermie ge-
messen werden. Vor Ort stand hierzu anfanglich bereits ein Mittelfrequenzofen
zur Verfiigung. Das erzeugte Magnetfeld mit unter 5 mT sowie die Frequenz von
250 kHz gepaart mit der fehlenden Einstellbarkeit sdmtlicher Parameter sorgte
allerdings dafiir, dass dieser nicht fiir die Akquise von brauchbaren Ergebnissen
geeignet war. In Zusammenarbeit mit Sebastian Draack von der TU Braunschweig
wurde daher eine Hyperthermieapparatur mit entsprechend geeigneten Parame-
tern von Grund auf zusammengestellt. Das folgende Kapitel soll wesentliche
Grundlagen fiir den Aufbau einer solchen Apparatur inklusive elementarer Bau-
teile darstellen. Eine Auswahl der interessantesten Messergebnisse wurde publi-

ziert (Publikation 1.2). Diese werden an gegebener Stelle in Kapitel 6 diskutiert.
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5.1 Elektrotechnische Grundlagen

Die wesentlichen Grundlagen der Elektrotechnik, die fiir den Bau einer Hyper-
thermieanlage noétig sind, sollen nachfolgend vorgestellt werden. Reale Messwerte

sowie entsprechende Kennzahlen werden gesondert in Kapitel 5.2 vorgestellt.

5.1.1 Der ideale Schwingkreis

Ein Schwingkreis ist ein elektrisches Element im einfachsten Fall bestehend aus
einer Kapazitdt C und einer Induktivitdt L, im Schwingkreis {iblicherweise beste-
hend aus Kondensator und Spule, sowie einer Spannungsquelle. Der Kondensator
wird zunédchst von der Spannungsquelle geladen. Sobald der Kondensator geladen
ist, beginnt ein Strom durch den gesamten Schwingkreis zu fliefsen. Dieser Strom
induziert in der Spule dem Ampére’schen Gesetz folgend wiederum ein Magnet-
feld. Die zeitliche Anderung dieses Magnetfeldes induziert wiederum eine Span-
nung in der Spule, die nach der Lenz’schen Regel entgegengesetzt zur Stromrich-
tung verlauft. Der Kondensator entlddt sich wahrend dieser Prozedur und wird
durch den aus der Selbstinduktion erzeugten Strom in Gegenrichtung erneut ge-
laden. Nach vollstdndiger Ladung des Kondensators beginnt erneut ein Strom
durch die Spule zu fliefsen, es bildet sich somit einen periodischen Prozess. Jeder
Schwingkreis hat eine ideale Betriebsfrequenz, die sogenannte Resonanzfrequenz
fo, die in der Induktivitdt der Spule und der Kapazitit des Kondensators begriin-
det liegt und kann iiber die Thomson’sche Schwingungsgleichung berechnet wer-

den (Gleichung (26)).

fo=srte (26)
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In einem realen Schwingkreis ist der Betrieb in Resonanz wichtig, da aufgrund
der Impedanz des Systems sonst ein signifikanter Anteil des Stroms aufgrund des

steigenden Widerstands in Wirme umgewandelt wird.l?3!

5.1.2 Impedanz & Impedanzanpassung

Die Impedanz Z, oder auch Wechselstromwiderstand, ist eine komplexwertige
Grofke, die sich aus dem Gleichstromwiderstand R, auch Wirkwiderstand genannt,
und dem frequenzabhéngigen Blind- oder auch Scheinwiderstand X zusammen-

setzt. Es gilt (27):

Z =R+iX (27)
Der Blindwiderstand eines induktiven Bauteils Xi, ist dabei per Konvention
positiv, da die Spannung dem Strom gegeniiber positiv phasenverschoben ist. Der
Blindwiderstand eines kapazitativen Elements Xc, da die Spannung dem Strom

gegeniiber negativ phasenverschoben ist, ist per Konvention negativ. Fiir die

Scheinwiderstinde Xp, (28)und Xc¢ (29) gilt:

X, =wl (28)
Xo=—2 (29)

Da sich beide Scheinwiderstinde gegenléufig verhalten, gibt es eine ideale Fre-
quenz zum Betreiben des Schwingkreises, die sich durch Gleichsetzen von Xy, und
X ergibt und wieder der Thomson’schen Schwingungsgleichung (Gleichung (26))

entspricht:
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2nfL = —(— 2ﬁlfc>

f - ZW\}E (26)

Wie dargestellt, ist es fiir einen effektiven Schwingkreis wichtig, in Resonanz
betrieben zu werden. Da Spulen aufwendig in der Herstellung sind, kann die Re-
sonanzfrequenz des Systems realistisch nur {iber eine variable Kapazitit manipu-
liert werden. Um eine gewiinschte Frequenz zu erméglichen muss mittels Glei-
chung (26) unter Beriicksichtigung der Induktivitidt der Spule eine entsprechende

Kapazitit eingebaut werden.!?3!

5.1.3 Die Signalerzeugung

Da ein modulares System vorgesehen war, war bereits frith aus 6konomischer
Sicht klar, dass Frequenzgeber und Signalverstarkung zweigeteilt werden miissen,
da fertig kombinierte Produkte meist auf einen engen Frequenzbereich bzw. auf
eine geringe Verstirkung beschrinkt sind. Im praktischen Aufbau erzeugt der
Frequenzgeber dabei ein Niederspannungssignal frei wihlbarer Frequenz, wahrend
eine Endstufe das Signal auf die gewiinschte Amplitude verstarkt. Grundsétzlich
gilt dabei zu beachten, dass die Impedanz des Verstarkers niedriger oder gleich
hoch sein sollte, wie die des Verbrauchers, hier des Schwingkreises. Typische
Kennwerte fiir Verstirker sind der Betrieb im einstelligen Ohmbereich, haufig 2,
4 oder 8 €2. Da der Widerstand von Kupferdraht deutlich unterhalb von 2 2 liegt,
wire kein Resonanzbetrieb moglich. Diese Problematik kann iiber eine Erweite-
rung des Schwingkreises mit einem in Reihe geschalteten Widerstand entspre-
chender Hohe umgangen werden, um die Impedanz des Gesamtaufbaus kiinstlich

auf 2 2 zu fixieren.
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5.1.4 Magnetfeldmessung

Um den magnetischen Fluss eines Magneten zu bestimmen wird iiblicherweise
eine Hall-Sonde verwendet. Eine Hall-Sonde ist ein leitendes Material, das mit
einem bekannten Strom durchflossen wird. Das Magnetfeld des zu messenden
Magneten induziert eine Spannung Uy proportional zum Magnetfeld und kann
iiber den Hall-Effekt in die magnetische Flussdichte B umgerechnet werden Es
gilt Gleichung (30):19

Uy = AxZ (30)

Ay ist hierbei die Hall-Konstante, I die Stromstéirke und d die Dicke der Sonde.
Die drei vorgenannten Parameter sind bekannte Materialparameter und stehen
nicht in Zusammenhang mit dem zu vermessenden Material, so kann direkt iiber
die gemessene Hallspannung die magnetische Flussdichte eines Magneten be-
stimmt werden. Kommerzielle Hallsonden konnen auch Wechselstromfelder ver-
messen, scheitern aber in der Regel an Frequenzen oberhalb der Netzfrequenz von
50 Hz. Fiir die Magnetfeldmessung bei hoheren Frequenzen bietet sich daher eine
andere Messvariante an. Unter Ausnutzung des anisotropen magnetoresistiven
(AMR) Effekts kann die Stromstérke innerhalb eines stromdurchflossenen Leiters
anhand einer Widerstandsdnderung in eine geringe Spannung umgewandelt wer-
den und dann von einem einfachen Multimeter ausgelesen werden.[%! Es wird also
eine Spannung gemessen, die iiber den Sensorwiderstand in die tatsdchliche
Stromstirke umgerechnet werden kann. AMR-Sensoren sind dabei sehr schnell
und konnen Gleichstréme sowie Wechselstrome bis in den Gigahertzbereich ver-
messen. Um nunmehr den Amplitudenstrom innerhalb des Schwingkreises in eine

Feldstarke umwandeln zu konnen muss erneut auf den Resonanzbetrieb verwiesen
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werden. Ein Schwingkreis, der in Resonanz betrieben wird, hat einen Scheinwi-
derstand von null, d.h. die Impedanz eines Resonanzschwingkreises ist identisch
mit dem Wirkwiderstand der Spule im Gleichstrombetrieb. Die Spule kann daher
im Gleichstrombetrieb bei verschiedenen Stromstarken vermessen werden, um die
Spulenkonstante K in mT pro Ampere Strom zu bestimmen. Im Wechselstrom-
betrieb kann also die bekannte Stromstirke mittels Multiplikation mit K direkt

in die Feldstéirke innerhalb der Spule umgerechnet werden.

0.1.5 Temperaturmessung

Die Temperaturmessung der Probe innerhalb des Schwingkreises hat zunéchst
einmal nichts mit der eigentlichen Funktion der Apparatur zu tun, ist allerdings
fiir die Hyperthermie als wesentliche Messgrofse unerlésslich. Die Temperaturmes-
sung innerhalb eines hochfrequenten Wechselstromfeldes ist dabei alles andere als
trivial. Nahezu alle klassischen Temperaturmessverfahren verfiigen iiber einen
Metallmesskopf, der sich in einem Wechselfeld stark erwérmen wiirde und das
Thermometer entweder schadigt oder die Messung stark verfélscht. IR-Thermo-
meter konnen dieses Problem als non-contact Methode zwar umgehen, sind aber
fiir punktuelle Messungen ungeeignet, da der Messfleck bei gegebenem Abstand
h&ufig mehrere Zentimeter grofs ist. Warmebildkameras sind IR-Thermometer, die
pixelweise ausgelesen werden kénnen, d.h. bei gegebenem Abstand kann der ver-
messene Punkt wenige Millimeter grof sein. IR-Thermometer haben allerdings
den inhdrenten Nachteil, dass die Temperaturgenauigkeit sehr gering ist. So ist
der Fehler der Temperaturmessung selbst bei hochwertigen Warmebildkameras
héufig mit + 3 °C angegeben und daher fiir das vorgestellte Messverfahren unge-

eignet sind.[%l Weiterhin wird fiir die Temperaturmessung der vorliegenden Pro-
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ben der Emissionsgrad € bendétigt, der mit den vorhandenen Mitteln nicht be-
stimmt werden kann und nur ndherungsweise anhand eines Tabellenwerts appro-
ximiert werden kann.

Platinmesswidersténde (Pt100) sind in der genauen Temperaturmessung eine
weitverbreitete Methode und wurden daher fiir dieses Projekt als Moglichkeit in
Betracht gezogen. Pt100-Sensoren basieren auf der temperaturabhéngigen Wider-
standsinderung des Platins. Uber eine vom Hersteller mitgelieferte Kennlinie
kann fiir jeden gemessenen Widerstand ein Temperaturwert zugeordnet werden.
Ein weiterer Vorteil dieser Sensoren ist das breite Temperaturspektrum. Platin
ist aufserdem paramagnetisch und aufgrund des geringen Durchmessers des Wi-
derstands in einem Pt100-Sensor kann davon ausgegangen werden, dass der durch
das Magnetfeld induzierte Strom vernachléssigbar ist. Die Verdrahtung der Pla-
tinwidersténde erfolgt allerdings iiber normale Kupferdréhte. In ersten Praxistests
musste festgestellt werden, dass der induzierte Strom durch die Spule die Tempe-
raturmessung mittels der eingesetzten Pt100-Elemente stark verfilscht.

Eine Moglichkeit die Temperaturmessung iiber Pt100 zu realisieren, ware der
Einbau eines Tiefpassfilters. Tiefpassfilter, im einfachsten Fall eine Kapazitéit,
sind in der Lage Signale ab einer bestimmten Frequenz herauszufiltern. Da die
induzierte Spannung in das Pt100-Element der Resonanzfrequenz der Spule ent-
spricht, konnte ein entsprechender Tiefpassfilter diesen Anteil herausfiltern und
nur den DC-Anteil, der direkt mit der eigentlichen Temperaturianderung korres-
pondiert, passieren lassen. Von diesem Ansatz wurde aufgrund des zuséatzlichen
Aufwands und der Ungewissheit bzgl. der Verlasslichkeit abgesehen und auf ein

kommerzielles Messsystem ausgewichen.
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Eine metallfreie Kontaktmessmethode sind faseroptische Thermometer. Die
Kontaktierung erfolgt hierbei iiber Glasfaser und die Temperaturmessung erfolgt
optisch. Eine iibliche Messvariante ist die Betrachtung der temperaturinduzierten
Verschiebung der Bandkante eines Kristalls, z.B. GaAs. Galliumarsenid ist ein
I11-V-Halbleiter mit einer Bandliicke von ca. 1.4 V.97 Eine inhérente Eigenschaft
von GaAs ist die Verschiebung der Bandkante unter Temperatureinfluss von etwa
0.4 nm /K, die iiber eine Kalibrationsmessung direkt in eine Temperatur umge-
rechnet werden, kann. Die Genauigkeit dieses Messverfahrens ist proportional zur
Lénge des eingesetzten Glasfaserkabels und kann bei 2 m Lange + 0.1 K errei-
chen. Die eingesetzten Materialen, die in Spulenndhe kommen sind bei dieser Art
Thermometer dielektrisch und werden daher nicht von elektromagnetischen Fel-
dern geschédigt oder gestort. Auflerdem ist eine Messung direkt in der Probe
moglich, da der Sensorkopf mit einer chemikalienresistenten Schicht, bspw. Poly-

tetrafluorethylen (PTFE) geschiitzt werden kann.l%l

5.2 Der Aufbau

Der Aufbau der Hyperthermieanlage verlief analog zur Reihenfolge, die in Ka-
pitel 5.1 bereits fiir die theoretischen Grundlagen geschildert wurde. Die Konzep-
tion der Spule verlief dabei iiber eine Simulation der gewiinschten magnetischen

Eigenschaften.

5.2.1 Spulenbau

Fiir die grundlegende Konzeption einer Spule gilt es diverse grundlegende Kri-
terien zu beachten. Jeder stromdurchflossene Leiter hat einen Widerstand, was

zur Folge hat, dass die Spule umso heifler wird, je hoher der durchfliekende Strom
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ist. Unabhéngig von der Spulenkonstante wird die Stdrke eines Magnetfelds in-
nerhalb einer Spule immer grofer je hoher der Strom durch den Leiter ist. Da
Abwarme nicht nur bei der eigentlichen Probenmessung problematisch ist, son-
dern auch Bauteile schidigen kann, gilt es einen Kompromiss zwischen Feldstéarke
und Stromstéarke zu finden. Eine Moglichkeit die durch Widerstand entstehende
Wirme zu reduzieren ist die Verwendung von dickerem Draht. Eine Faustformel
besagt hierbei, dass bis zu 5 A Strom pro mm Leitungsquerschnitt wenig bis keine
Erwarmung des Leiters zur Folge haben. Fiir die Konzeption wurde von einem
Strom bis maximal 10 A bei einer Maximalfeldstdrke von 25 mT ausgegangen.
Anhand der Faustformel wurde daher ein Litzendraht (Rupalit® Safety V155, 3-
fach Mylarl®l) der Firma Packlitzwire mit einem Leitungsquerschnitt von
2.26 mm ausgewdhlt. Da bei der Spulenwicklung der Draht direkten Kontakt zu-
einander hat, wire der Stromkreis dauerhaft kurzgeschlossen. Der Rupalit® Sa-
fety Draht ist daher vom Hersteller mit einer dreifachen Lage Mylarfolie (Biaxial
orientiertes Polyethylenterephthalat) beschichtet, die elektrisch isolierend wirkt

und mechanisch sehr stabil ist.

Abbildung 12: Fotografie der nach der Simulation gewickelten Spule
(links). FEMM Simulation einer Kupferspule mit 5 Lagen mit alternie-
renden 20 und 19 Wicklungen mit einer Feldstérke von 2.5 mT/A im
Purpur gefirbten Kern (rechts). Die gewickelte Spule wurde in Zwei-
komponentenkleber eingelassen, um eine dauerhafte Formstabilitdt zu
gewédhrleisten.
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Zur Approximation der Spulengeometrie wurde die Software FEMM von David
Meeker verwendet.['% Die Finite Element Method Magnetics (FEMM) Software
kann mit sehr hoher Genauigkeit Magnetfelder fiir Spulen beliebiger Geometrie
simulieren. Abbildung 12 zeigt die Simulation einer Spule mit 2.26 mm Kupfer-
draht. Der purpurne Bereich in der Mitte der Spule entspricht dabei einer Feld-
starke von 2.5 mT pro Ampere Stromfluss. Die Geometrie besteht dabei aus sechs
Lagen mit alternierenden Wicklungen von 20 und 19, da aufgrund des Runden
Drahts keine 20 Wicklungen pro Lage moglich sind. Der Innendurchmesser der
Spule betréigt dabei 2 cm. Die Spule wurde auf ein entsprechendes PTFE-Werk-
stiick mit 2 cim Durchmesser gewickelt. Jede Spulenlage wurde dabei mit mittel-
viskosem technicoll® 9554 Cyanacrylatkleber10 verklebt. Die fertige Spule wurde
mit zwei Komponenten Polyurethankleber technicoll® 94300102 begossen, um eine
dauerhafte Formstabilitdt zu gewédhrleisten (Abbildung 12A). Die Induktivitét der

Spule wurde im Impedanzanalysator auf 176 pH bestimmt.

5.2.2 Kapazitat und Impedanzausgleich

Mit bekannter Induktivitdt der Spule kann nun {iber die Thomson’sche Schwin-
gungsgleichung (26) fiir eine gewiinschte Frequenz die entsprechend nétige Kapa-
zitdt bestimmt werden. Da die Kapazitat fiir die Resonanzbedingung moglichst
exakt getroffen werden muss, ist der Einbau eines einzelnen passenden Konden-
sators in der Realitdt eher unwahrscheinlich, da kommerzielle Kondensatoren
standardméfig nur iiber ganzzahlige Kapazititen verfiigen. Fiir die Kapazitéat gilt,
dass sich diese in Parallelschaltungen (P) addieren und in Reihenschaltung (R)
invers addieren. Ein weiterer Vorteil des Verbauens mehrerer Kondensatoren in
Reihe ist auferdem, dass sich die Spannung auf die Kondensatoren aufteilt und

somit Spannungsspitzen ohne Schaden abgefedert werden kénnen. Es gilt:[4s]
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Cyes = 2_ C; sowie Uy, = U, (P)

1

Cl Zci sowie U, = U, (R)

ges

Es wurde daher ein Array passender Kapazitit aus 3X3 Kondensatoren ver-
wendet, um Schéden durch Spannungsspitzen zu verhindern und die nétige Ka-

pazitat in pF exakt zu erreichen.
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Abbildung 13: Messung des komplexen Wechselstromwiderstands des
Schwingkreises gegen die Frequenz im Impedanzanalysators. Das Inlay
zeigt eine Vergroferung des Minimums um 10 kHz. Ein Betreiben der
Spule bei minimalem Widerstand ist elementar fiir einen guten Leis-
tungsiibertrag und eine stabile Aufrechterhaltung des Schwingkreises.
Abbildung 13 zeigt die Messung der Impedanz fiir den Schwingkreis optimiert
fiir 10 kHz. Der gezeigte Widerstand bei 10 kHz im Minimum betréagt 0.14 €2 und
liegt damit in Hohe des Wirkwiderstands der Bauteile, insbesondere des Kupfer-

drahts. Der Scheinwiderstand wurde durch Impedanzanpassung erfolgreich auf

nahezu Null reduziert. Ein analoges Vorgehen wurde fiir 7.5 kHz durchgefiihrt.
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Beliebige weitere Frequenzen sind iiber diese Methode ebenfalls leicht zugénglich

und kénnen durch Bau eines entsprechenden Kapazitiatsarrays realisiert werden.

5.2.3 Signalerzeugung

Wie eingangs erwidhnt wurde die Signal- bzw. Felderzeugung fiir den Schwing-
kreis zweigeteilt. Fiir die Signalerzeugung wurde ein RedPitaya® mit STEMIab
125-14 board!'%3l verwendet. Der RedPitaya verfiigt iiber eine integrierte SD-Karte
mit der Open Source STEMlab" Plattform, die bereits ab Werk per Webinterface
einen Signalgenerator sowie Oszilloskop bereitstellt und sowohl Signale erzeugen
als auch empfangen (vgl. Kapitel 5.2.5 bzgl. Strommessung) kann. Ein Screenshot
des Ostzilloskops ist in Abbildung 14 beispielhaft mit einer 10 kHz Ausgangsfre-
quenz gezeigt (violette Sinuswelle). Der Signalgenerator kann dabei Signale in
typischer Signalform (Sinus, Rechteck, Sdgezahn etc.) mit einer Spannung von bis

zu 1 V in einem Frequenzbereich von 0-50 MHz ausgeben.[104]

Abbildung 14: Webinterface des RedPitaya im laufenden Betrieb. Die
blaue Sinuskurve zeigt ein =1 V Signal mit 10 kHz, die gelbe Kurve die
gemessene Spannung des Stromwandlers zur Bestimmung der Feld-
starke mit ca. £ 0.5 V, bzw. 5 A Stromfluss oder 12.2 mT Magnetfeld
im Spulenzentrum.
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Das iiber den RedPitaya erzeugte 7.5 bzw. 10 kHz Signal wird dann {iber einen
t.amp TSA 2200 Endstufenverstiirker der Firma Thomannl'% auf die gewiinschte
Signal- bzw. Feldstirke verstiarkt (Kapitel 5.2.5). Der Verstéirker liefert im 2 2
Betrieb bis zu 1200 W Leistung. Um eine stabile Signalverstirkung zu gewéhr-
leisten wurde ein 2 Q VISHAY LPS800/19 Dickfilm Leistungswiderstand in den
Schwingkreis verbaut. Da der Widerstand unter Last entsprechend signifikanten
Temperaturen ausgesetzt ist wurde ein 50X20 cm Aluminiumkiihlkérper aus
CPU-Lamellenkiihlern zusammengestellt, die mit insgesamt 3 Wechselstromkiih-
lern fiir einen besseren Warmeabtransport aktiv mitgekiihlt werden. Alle anderen
Bauteile wurden mit einer Warmebildkamera unter Last auf Thre Warmeentwick-
lung untersucht und es wurde festgestellt, dass keine weitere Kiihlung fiir einen

zuverldssigen Betrieb nétig ist.

5.2.4 Probenbestiickung

Die Probendimension ist zunéchst einmal ausschliefflich durch den Innendurch-
messer der Spule (2 cm) begrenzt. Als passendes Probengefifs, welches auch zur
dauerhaften Aufbewahrung der Proben geeignet ist, wurden 4 mL ROTILABO®
Probenflidschen von Carl Roth!'97l mit 15 mm Aufendurchmesser ausgewihlt, da
ein direkter Kontakt mit der Spule aufgrund etwaiger Warmeentwicklung gege-
benenfalls die Messungen hétte beeintrichtigen kénnen. Als Probenhalter wurde
ein entsprechendes Werkstiick aus ABS im 3D-Drucker hergestellt, sodass das
Probenvolumen mit 1 mL Fiillvolumen exakt in der Mitte der Spule platziert
werden kann. Da bei hoherer Stromstérke im Testbetrieb eine entsprechend hohe
Abwarme durch Spulenkonvektion entstanden ist, wurde der Probenhalter mit
einem 2 mm Schlauch umwickelt und mittels Aquarienpumpe mit Wasser gegen-

gekiihlt. Die Abwéarme der Spule konnte damit unabhéngig der Feldstéirke in den
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ersten 5 Betriebsminuten vollstédndig kompensiert werden, bei 5 A Stromfluss so-
gar iiber die gesamte Messzeit. Abbildung 15 zeigt den fertigen Probenhalter nebst
Probe und Kiihlschlduchen.

Abbildung 15: Nahaufnahme des bestiickten Probenhalters aus ABS mit
4 mL Probengefif und Kiihlschlduchen. Im Hintergrund ist die Spule in
Holzhalterung sowie die Temperaturmessfiihler (blau-rot-schwarze Ka-
bel) zu erkennen.

5.2.5 Bestimmung der Messparameter

Bei der Messung der magnetischen Hyperthermie sind vier Parameter bereits
unabhéngig der Probe entscheidend: Die Feldstarke, die Feldfrequenz als vorge-
gebene Parameter und die Zeit sowie der Temperaturanstieg als eigentliche Mess-
grofken. Das verwendete FOTEMP1-OEM-PLUS GaAs faseroptische Thermome-
ter von Optocon, in Deutschland vertreten durch Weidmann Technologies, %8l
kann iiber RS-232 angesteuert werden und die zugehérige Software kann Tempe-
raturlogfiles anlegen, wodurch die Parameter Temperaturanstieg sowie Zeit zu-

verléssig von einem einzelnen Gerét erfasst werden kénnen.
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Die Feldfrequenz als Geberparameter kann iiber den Signalgenerator des
RedPitaya vorgegeben und im Webinterface iiberwacht werden. Die Feldstérke
kann dabei nicht direkt erfasst werden, sondern muss iiber die Stromstérke ana-
lysiert werden. Fiir die Messung der Stromstidrke wurde ein AMR-Sensor
CMS3025 von Sensitec,/'08 der iiber eine Leiterplatte direkt mit dem Primir-
schwingkreis verbunden wurde, eingesetzt. Der Stromsensor kann bis zu einer
Frequenz von 2 MHz einen Eingangsstrom von + 25 A in eine geringe Spannung
von £ 2.5 V umwandeln. Der CMS3025 ist dahingehend sehr benutzerfreundlich,
da der Zusammenhang zwischen ausgegebener Spannung und gemessener Strom-
stirke lediglich Faktor 10 betrigt. Die Spannung kann iiber einen Inputkanal des
RedPitaya direkt im Webinterface angezeigt werden. 1 V. Amplitudenspannung
korrespondiert dementsprechend mit 10 A Amplitudenstrom im Schwingkreis.
Diese Stromstirke kann iiber die Spulenkonstante direkt in die Feldstdrke umge-
rechnet werden.

Die Spulenkonstante wurde im Gleichstrombetrieb mittels Hallsonde bei unter-
schiedlichen Stromstérken im Mittel auf 2.44 mT /A bestimmt. Im Standardbe-
trieb wurden Feldstérken in Hohe von 12.2 mT, 16.8 mT sowie 24.4 m'T verwen-
det. Abbildung 16 zeigt den betriebsbereiten Hyperthermieaufbau nebst allen ge-

schilderten Features.
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Abbildung 16: Ubersichtsaufnahme des gesamten Hyperthermieaufbaus
nebst Messrechner. Der RedPitaya (liegend auf dem PC) erzeugt das
Signal. Dieses wird {iber den Verstirker (vorne links) verstirkt und er-
zeugt im Schwingkreis aus Widerstand (hinten mittig), Kapazitit (Kas-
ten vorne mittig) und Spule (rechts in der weifien Schale) das Magnet-
feld. Die Feldmessung erfolgt iiber den abgeschirmten Stromwandler
hinter der Spule (grauer Kifig), die Temperaturmessung tiber die blauen
Lichtleiter, die am Stativ befestigt sind. Unter dem Tisch steht eine
Aquarienpumpe zur Kiihlung der Spule.
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6. Ergebnisse und Diskussion

Die Stationen im Rahmen dieses Promotionsprojekts lassen sich insgesamt in
vier Phasen unterteilen. In den Phasen I und II standen insbesondere die magne-
tischen Nanopartikel sowie deren Umbhiillung im Vordergrund. In Phase III soll
die weiche Matrix und die Einbettung der jeweiligen Nanopartikel im Fokus ste-
hen, wahrend in Phase IV die mogliche Applikation der Partikel in biomedizini-

schen Anwendungen gepriift werden soll.

6.1 Phase I: Nanopartikelsynthese

Die bereits geschilderten Versuche publizierte Synthesen formanisotroper Co-
baltferritnanopartikel zu reproduzieren sollen in diesem Kapitel nicht erschépfend
diskutiert werden, da nicht reproduzierbaren Synthesen keine iiberméfige Auf-
merksamkeit gebiihren soll. Diese Syntheseverfahren sollen in diesem Kapitel da-
her nur am Rande diskutiert werden. Die Synthese isotroper Nanopartikel hinge-
gen verlief bei einer Vielzahl von Synthesen sehr erfolgreich. Der Fokus soll ins-
besondere auf der fiir die spéateren Phasen gewéhlten Synthese liegen. Phase I ist
daher in zwei Unterkapitel aufgeteilt. So sollen im ersten Unterkapitel Synthesen,
die von der gewahlten Primérsynthese abweichen sowie andere magnetische Pha-
sen, wie Hamatit, behandelt werden, wahrend im zweiten Abschnitt die Primér-

synthese behandelt werden soll.
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6.1.1 Allgemeine Betrachtung der Synthese diverser

magnetischer Nanopartikel

Dieses Unterkapitel soll insbesondere Synthesen und Untersuchungen, die nur
am Rande das Primérprojekt betreffen und dementsprechend als abgeschlossene
Einheiten zu verstehen sein sollen vorstellen. Diese werden dementsprechend nicht
in den Folgekapiteln erneut aufgegriffen werden.

6.1.1.1 Héamatitspindeln in kontinuierlich viskosem Medium

fiir Oscillating magnetic Field-dependent Optical

Transmission

Fiir Dr. Andreas Tschope aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Rainer Birringer
der Universitit des Saarlandes wurden Hamatitspindeln mit und ohne Silikahiille
hergestellt. Die Spindeln haben ein Aspektverhéltnis von 3:1 bei einer Lange von
50.7 £ 1.4 nm und einer Breite von 16.8 & 1.4 nm (Abbildung 17). Die Silika-

schicht hat eine Stirke von ca. 2 nm.

Abbildung 17: TEM Aufnahme von monodispersen Himatitspindeln mit
(B) und ohne (A) dinne Silikaschicht.
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Die Untergruppe von Dr. Tschope hat ein Messverfahren fiir die oscillating
magnetic field-dependent optical transmission (OFOT) etabliert. Fiir dieses Mess-
verfahren wird ein oszillierendes magnetisches Feld konstanter Feldamplitude an
eine wassrige Probe magnetischer, formanisotroper Nanopartikel angelegt. Gemes-
sen wird in diesem Verfahren mittels linear polarisierten Lichts parallel zum mag-
netischen Feld allerdings im 45° Winkel zur Feldamplitude. Messgrofse ist die
zeitaufgeloste Lichtintensitéit des transmittierten Lichtes. Lokale rheologische Da-
ten in Form des komplexen Schubmoduls, der in Speicher- (G*) und Verlustmodul
(G*) aufgeteilt werden kann, kénnen so unter Beriicksichtigung der hydrodyna-
mischen Groéfe der Nanostidbchen, die iiber bspw. Lichtstreuung bestimmt wurde,
aus der Intensitatsfluktuation bestimmt werden. Das Proof-of-Principle hierzu
wurde bereits 2019 von der Gruppe Tschope fiir Nickelnanostédbe verdffent-
licht.[199 Tm Zuge der Kooperation im Rahmen des SPP1681 wurden Himatitna-
nospindeln vermessen, da die verwendeten Nickelstéibe in der praktischen Anwen-
dung einige Nachteile aufwiesen. Beispielsweise war das physikalische Herstel-
lungsverfahren sehr aufwéndig und die Stabilisierung in unterschiedlichen Disper-
sionsmedien gestaltete sich oftmals schwer. Daher war es im Rahmen der ur-
spriinglichen Publikation nicht moglich eine kontinuierliche Viskositétsreihe zu
erstellen, vielmehr musste die Viskositédt iiber verschiedene Kettenléngen eines
kommerziellen Polyethylenoxids (PEO) und dessen Konzentration stufenweise
eingestellt werden. Eine Viskositéitsserie konnte tiber die Mischung von in Wasser
sowie in Glycerin dispergierten Hamatitspindeln stufenlos eingestellt werden. Eine
Publikation mit Ergebnissen zu diesem Nebenprojekt soll nach abgeschlossener

Datenakquise durch die Gruppe Tschope erfolgen.
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6.1.1.2 Formanisotropie CoFesO,4 Partikel

Wie bereits in Kapitel 4 zur Kritik an der Reproduzierbarkeit von Forschungs-
ergebnissen beschrieben, war es nicht moglich, formanisotrope Cobaltferritnano-
partikel iiber veroffentlichte Synthesen auch nur zu reproduzieren. Grundsétzlich
sollten im Rahmen des Projekts hochstabile Cobaltferritstdbchen mit unterschied-
lichen Aspektverhéltnissen nasschemisch synthetisiert werden. Eine ver-
pflichtende Eigenschaft der resultierenden Partikel war die Mo6glichkeit zur Her-
stellung stabiler wéssriger Suspensionen. Aus diesem Grund waren physikalische
Verfahren wie das Calcinieren der Probe vorab ausgeschlossen, da diese Produkte
nicht mehr erneut in Wasser zu redispergieren wiren. Cobaltferrit liegt in inverser
Spinellstruktur vor und bildet wihrend des Kristallwachstums ndherungsweise
sphérische Partikel zur Minimierung der Oberflichenenergie aus. Um nunmehr
Partikel wahrend des Wachstums in eine andere Form zu zwingen, werden Ober-
flachenliganden benutzt, die bevorzugt die Kristallwuchsrichtung des Kristallits
blockieren und somit eine asymmetrische Form forciert wird. Eine weitere nass-
chemische Methode zur Erstellung formanisotroper Partikel, die insbesondere bei
der Herstellung von Nanopartikeln in Spinellstruktur verwendet wird, ist die Her-
stellung formanisotroper Precursor Kristallite, die anschliefend typischerweise
zur gewiinschten Eisenphase oxidiert oder auch reduziert werden koénnen. Bei-
spielsweise konnen Akaganeitstdbchen relativ einfach synthetisiert werden und in
einem spateren Schritt zu Magnetit, der bekanntesten Eisenphase magnetischer
Nanopartikel, mittels Hydrazin reduziert werden. Ein inhérentes Risiko dieser
Strategie ist die Umformung der Kristallstruktur wihrend der Reduktion, sodass
die Formerhaltung nicht garantiert ist. Fiir inverse Spinellstrukturen ist diese

Methodik nicht {ibertragbar, da Mischferrite wie Cobaltferrit zum einen sehr
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stabil gegeniiber Oxidation und Reduktion sind und zum anderen keine Cobalt-
Eisen-Mischferrite existieren, die iiber einen reduktiven Prozess in Cobaltferrit
umgewandelt werden konnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden dementsprechend eine Vielzahl oberflichen-
aktiver Liganden verwendet, um die geschilderte Wuchsrichtung zu forcieren. Es
stellte sich bereits relativ frith heraus, dass eine spezifische Blockierung einer Kris-
tallebene bei Cobaltferrit mit den publizierten Liganden offenkundig nicht mog-
lich scheint. Es konnte nicht abschlieffend geklart werden, ob die eingesetzten
Liganden unspezifisch an Partikel binden oder gar nicht. Es liegt allerdings nahe,
dass eine unspezifische Bindung vorliegt, da viele der eingesetzten Liganden, wie
PVP oder Citrat haufig fiir die generelle Stabilisierung von Nanopartikeln einge-

setzt werden.[110, 111]

6.1.2 Wahlsynthese fiir hochstabile wissrige
Cobaltferrit Ferrofluide

Eine grundlegende Herausforderung bei der Synthese von magnetischen Nano-
partikeln ist neben den iiblichen Mafsgaben wie Dispersitéit, Phasenreinheit und
Form auch die Kolloidstabilitdt generell. Teilchen mit permanentem magneti-
schem Moment neigen zur Agglomeration und daraus resultierend zur Segrega-
tion. Bei Nanopartikeln fiihrt Agglomeration aufgrund der hohen Oberflachen-
energie der Partikel iiblicherweise zu irreversibler Verschmelzung der Partikel auf-
grund von Ostwald-Reifung. Eine hohe Kolloidstabilitdt und entsprechende Ab-
standhaltung durch Liganden ist daher obligatorisch fiir ein anwendbares Ferro-

fluid.
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Abbildung 18: TEM-Aufnahme von CoFe2Os+NP nach Aufreinigung
und Dialyse (links) sowie das zugehorige Histogramm von ca. 100 ma-
nuell vermessenen Partikeln (rechts).

Abbildung 18 zeigt eine TEM-Aufnahme der Cobaltferritpartikel frei nach Nap-
pini et al..'12] Die Partikel bilden ein iiber Monate stabiles Kolloid und besitzen
hervorragende magnetische Eigenschaften. Neben der hohen Stabilitit zeichnet
sich die Synthese an sich als sehr robust und verhéaltnisméfkig schnell und simpel
aus. Ein dufserst dankbarer Nebeneffekt, der erst im spéateren Verlauf der Promo-
tion an Prioritdt zugenommen hat, ist die geringe Toxizitat der Materialien. Ge-
rade bei der klassischen Hochtemperatursynthese von magnetischen Nanoparti-
keln wird eine Vielzahl toxischer Liganden verwendet und auch ein Phasentransfer
in wissriges Medium liefert keine Garantie, dass samtliche giftigen Liganden bzw.
Losungsmittelmolekiile entfernt wurden. Eine wéssrige Synthese ohne den Einsatz
solcher Liganden ist daher nicht nur praktikabler in der Durchfiihrung, sondern
auch leichter in der Risikobetrachtung. Die Partikel messen im Mittel 18 + 4 nm
mit einer rauen Oberflache. Die raue Oberflache entsteht durch die Behandlung
der Rohpartikel mit Salpetersdure. Die Rauheit erhoht die Oberflache der Parti-
kel, wodurch eine hohere Anzahl an Liganden pro Oberflacheneinheit am Partikel

binden kann und somit die Stabilitat zusatzlich erhoht wird.
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Abbildung 19: Normiertes Rontgendiffraktogramm von pulverférmigen
CoFe204-NP nebst Referenzkarte fiir Cobaltferrit aus der Software PA-
Nalytical Xpert Pro V1.1 (rot). Das Diffraktogramm wurde mittels
Kupfer K,-Strahlung aufgenommen und der Untergrund mittels Sonne-
feld & Visser Filter subtrahiert.

Abbildung 19 zeigt das Rontgendiffraktogramm der Cobaltferritnanopartikel
nebst Referenzreflexen. Es zeigen sich keinerlei Fremdreflexe, sodass von Phasen-
reinheit ausgegangen werden kann. Anhand der Scherrer Gleichung (25) ergibt
sich aus der Linienverbreitung des Reflexes der 511-Ebene bei 57° eine Kristallit-
grofe von 17 nm. Dieser Wert deckt sich sehr gut mit den Werten aus der Vermes-
sung der Partikel mittels TEM. Die Diskrepanz ldsst sich zum einen dadurch
erkldren, dass der Formfaktor K aus der Scherrer Gleichung nicht bekannt ist und
dementsprechend mit eins approximiert wurde. Aufserdem ist davon auszugehen,

dass die raue Oberfliche der Partikel nur in geringem Mafe kristallin ist und

dementsprechend keine diskrete Streuung zu erwarten ist.
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Abbildung 20: Statische Magnetisierungsmessung von CoFe204-NP aus
dem VSM. Aufgetragen ist die Massenmagnetisierung gegen die Feld-
stirke. Das Inlay zeigt den Nulldurchgang und das Fehlen einer Hyste-
rese.

Die Sattigungsmagnetisierung (Abbildung 20) der Partikel liegt wie fiir Nano-
partikel iiblich zwar merklich unterhalb des Bulkmaterials, aber im Vergleich zu
anderen Cobaltferritnanopartikeln auf einem sehr guten Niveau von
ca. 55 Am?%kg1.[113-115] Die Partikel zeigen weiterhin keine Hysterese bei Raum-
temperatur, was auf superparamagnetische Partikel hindeutet. Streng genommen
konnen die Partikel anhand der Raumtemperaturmessungen nicht superparama-
gnetisch genannt werden, da per Definition nur Partikel, die nahe dem absoluten
Nullpunkt keine Remanenz zeigen, wirklich superparamagnetisch genannt werden
diirfen. Raumtemperatur kann theoretisch ausreichend sein, die Partikel {iber ihre
Curie-Temperatur zu bringen und somit Paramagnetismus lediglich vortauschen.
Da kryoskopische Messungen nicht moglich waren, wird im Folgenden der Ein-
fachheit der Formulierung halber dennoch von superparamagnetischen Partikeln

gesprochen.
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6.1.2.1 Dynamische Magnetisierungsmessungen in
Kooperation mit der Technischen Universitéat

Braunschweig

Im Rahmen des Schwerpunktprogramms wurde bereits friith eine Kooperation
mit der Technischen Universitdt Braunschweig, deren Arbeitsgruppe Ludwig
ebenfalls Teil des SPP1681 war, angestrebt. Neben standardisierten dynamisch-
magnetischen Messungen, wie ACS, entwickelt die Arbeitsgruppe um Frank Lud-
wig priméar einen Aufbau fiir MPL. Im Zuge der Eignungsanalyse verschiedener
Nanopartikelsysteme hat die Arbeitsgruppe ein eigenes MPS System gebaut, mit
dem eine schnelle Einschéatzung der Eignung der Partikel fiir MPI moglich ist. Es
war zunéchst auch vorgesehen Magnetrelaxometrie (MRX) von den Partikeln in
die Auswertung mit aufzunehmen. Die vorhandene MRX Anlage kann jedoch mit
einer Messfrequenz von etwa 100 kHz die Relaxationszeit der Partikel nicht auf-
16sen, da das Gerdt nur bis in den einstelligen Mikrosekundenbereich sensitiv ist.
Fiir Partikel zwischen 15 und 20 nm, die nach Brown relaxieren, liegt der Erwar-
tungswert fiir die Relaxationszeit jedoch im hohen zweistelligen Nanosekunden-
bereich. Dies wiirde eine Sensitivitit im zweistelligen Megahertz Bereich voraus-
setzen. Im Rahmen der Kooperation innerhalb des Projekts wurden mafgeschnei-
derte kolloidale Cobaltferritproben synthetisiert, die im MPS auf ihre Eignung fiir
das MPI iiberpriift wurden. Analog zu den Proben fiir die Gruppe Tschoépe wur-
den ebenfalls Cobaltferritpartikel in Wasser sowie Glycerin pripariert, um eine

Viskositétsserie zu ermoglichen.
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Abbildung 21: Schematische Veranschaulichung des Messverfahrens
MPS. Ein sinusformiges Anregungsfeld mit einer ausreichenden Feld-
stirke, den linearmagnetischen zu verlassen wird an die Probe angelegt
(A). Die Magnetisierung der Probe verlduft dabei analog zu einer VSM-
Messung (B). Die zeitabhéingige Magnetisierung zeigt entsprechend (C)
aufgrund der in Sattigung gehenden Partikel Plateaus auf. Das Amplitu-
denspektrum (E) ergibt sich aus der Fouriertransformierten des zeitab-
geleiteten Antwortsignals (D) und zeigt diskrete Werte fiir die ungera-
den Harmonischen des Antwortsignals auf.

— eigene Darstellung
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MPS ist eine Methode zur dynamisch magnetischen Charakterisierung von Par-
tikeln, die im Grundaufbau mit dem VSM vergleichbar ist. Eine Probe wird durch
ein externes Magnetfeld magnetisiert und die entsprechende Magnetisierung der
Probe detektiert. Im Gegensatz zum VSM wird beim MPS nicht das Feld graduell
erhoht und fiir jede Feldstiarke ein korrespondierender Magnetisierungswert ge-
messen, stattdessen wird das Anregungsfeld beim MPS sinusférmig mit einer va-
riablen Frequenz im Kilohertzbereich erhoht bzw. erniedrigt (Abbildung 21). Die
Feldamplitude muss ausreichen, die Probe aufserhalb des linearmagnetischen Be-
reichs zu magnetisieren. Eine Feldstédrke bis in die absolute Sattigung des Mate-
rials ist hingegen nicht notig. Durch das Magnetisieren auflerhalb des linearen
Bereichs entstehen beim periodischen Antwortsignal Plateauregionen. Das eigent-
liche Spektrum wird durch zeitliche Ableitung des Antwortsignals mit anschlie-
Kender Fouriertransformation erzeugt. Das Amplitudenspektrum zeigt in iiblichen
MPS-Aufbauten ein relativ intensives Signal fiir die dritte Harmonische und je
nach Partikelsystem fiir die Fiinfte und Siebte, die allerdings schon stark in der
Intensitat abfallen. Spatere Harmonische haben nur noch einen sehr kleinen Anteil
am Gesamtspektrum. Die Fundamentalfrequenz (erste Harmonische) ist typi-
scherweise nicht sichtbar, da diese vom Inputsignal des Geréts iiberlagert wird
und die Filterung iiber ein zweites Spulenarray in Anbetracht der potenziellen
Informationsgenerierung oftmals zu aufwendig ist. Das Fehlen der geradzahligen
Harmonischen hat dabei vor allem mathematische Griinde. Die Fourierreihe einer
ungeraden Funktion, d.h. wenn gilt: f(-—t) = —f(t) bzw. die Funktion innerhalb
einer gegebenen Periode punktsymmetrisch zum Mittelpunkt ist, besitzt nur un-
gerade Sinusterme, da sich das Integral der geradzahligen Terme aufhebt. Allge-

mein ist die Fourierreihe definiert als (31):
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F(t)=%5+>2"" a,cos (") + 3 b,sin () (31)

mit den Fourierkoeffizienten ag, a, und b,. Fiir eine ungerade Funktion gilt
ap = 0 und a, = 0, wodurch lediglich der Koeffizient b, und somit ausschlieftlich
der letzte Summand verbleibt. Der Fourierkoeffizient b, ist die Modulierung der
Ausgangsfunktion f(t) mit einem Sinus. Es gilt (32) mit der halben Periode L der

Ausgangsfunktion:

b, = %f ) sin("“F) dt (32)

Abbildung 22 zeigt exemplarisch verschiedene Vielfache einer einfachen Sinus-
funktion und veranschaulicht die Ausloschung der geradzahligen Harmonischen
bzw. Vielfachen. Das Integral einer Periode eines geradzahligen Sinus hebt sich
immer genau auf, wihrend ein Fldcheninhalt ungleich null bei den ungeraden
Sinustermen verbleibt.

Aus dem Amplitudenspektrum des MPS kénnen zwar keine direkten physika-
lischen Eigenschaften abgeleitet werden, jedoch kann die Eignung eines Partikel-
systems fiir das komplexere MPI Verfahren eingeschétzt werden. Grundséatzlich
muss eine geeignete Probe fiir das MPI iiber eine moglichst hohe Anzahl intensiver
hoherer Harmonischer aufweisen. In der Literatur wird daher haufig der Quotient
aus der Harmonischen fiinf und drei angegeben.?l Je niher dieser Wert an eins
liegt, desto besser sind Partikel generell fiir das MPI geeignet. Beobachtungen
haben gezeigt, dass die Harmonischen nach Néel relaxierender Partikel langsamer

abfallen, die fiir Brown’sche Partikel schneller.
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Abbildung 22: Graphische Veranschaulichung der Ausléschung gerader
harmonischer Terme fiir ungerade Ausgangsfunktionen am Beispiel ei-
ner Sinusfunktion. Aufgetragen sind die Halbperioden verschiedener
Vielfacher des Sinus. Das Integral dieser Halbperioden ergibt fiir ge-
radzahlige Vielfache entsprechend null, da sich positive und negative
Flacheninhalte aufheben, wahrend bei ungeradzahligen Vielfachen im-
mer ein Wellenkompartiment verbleibt.

Die grundlegende Technik des MPI ist identisch mit dem MPS. Ein sinusfor-
miges Anregungsfeld magnetisiert eine Probe, das zeitabgeleitete Antwortsignal
wird mittels Fast Fourier Transformation (FFT) als Amplitudenspektrum ausge-
geben. Die definierende Extrakomponente des MPI ist ein zuséatzlich angelegtes
statisches Gradientenfeld, welches im Mittelpunkt feldfrei ist und nach aufen im-
mer starker wird. Dies hat zur Folge, dass das Antwortsignal im Mittelpunkt
detektiert werden kann, wahrend die Antwort innerhalb des Magnetfeldes ausge-
16scht wird. Diese Ortsauflosung ist dabei begrenzt auf die Grofe des feldfreien
Punktes. Wenn nun die Probe oder das Gradientenmagnetfeld verfahren wird,

kann ein ortsaufgelostes Spektrum einer Probe aufgenommen werden.
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Die CoFesO4-Partikel aus diesem Projekt wurden in einer Viskositétsserie (Gly-
cerin und Wasser) sowie bei unterschiedlichen Feldstérken im MPS charakteri-
siert.[?’] Eine Charakterisierung im MPI war geplant, scheiterte allerdings zeitlich
am Defekt des Gerits. Die feldstirkenabhéngige Charakterisierung ist hierbei als
erste Einschétzung der notigen Feldstidrke und -Frequenz fiir eine effektive Anre-
gung auferhalb des linear magnetischen Bereichs der Partikel zu verstehen. Die
feldabhéngigen MPS-Daten nebst dynamischer Magnetisierungskurven sind in
Abbildung 23 fiir die zwei Frequenzoptionen 5 und 10 kHz aufgetragen. Es fallt
zunéchst auf, dass die Daten der Fundamentalfrequenz (erste Harmonische) eben-
falls gezeigt sind. Der MPS Aufbau der TU Braunschweig verwendet ein Offset-
feld, um die erste Harmonische fiir die Detektionsspulen sichtbar zu machen.

Die Messergebnisse erscheinen zunéachst unabhéngig der Frequenz sehr dhnlich.
Die hoheren Harmonischen fallen schnell auf einen nahezu Minimalwert bei ca.
der elften bis 15. Harmonischen ab. Das Minimum ist nicht mehr als Messsignal
zu verstehen, sondern befindet sich auferhalb des Messbereichs der Anlage. Das
Signal kann aufgrund der Fouriertransformation nicht verrauscht sein, weswegen
die Auflésungsgrenze eher kontraintuitiv anmutet. Ein wesentlicher Unterschied
der Messungen bei 10 kHz liegt in dem vorhandenen Signal iiber die elfte Harmo-
nische hinaus, welches bei Feldstirken iiber 20 mT messbar wird. Es lasst sich
also postulieren, dass die Partikel, mit 25 mT bei 10 kHz angeregt, sich fiir eine
Messung im MPI eignen. Eine weitere Kooperation diesbeziiglich ist nach Repa-
ratur des Geréts geplant. Zumindest die ACS- und MPS-Ergebnisse der Viskosi-

tiitsserie konnten bereits publiziert werden.[2’l
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Abbildung 23: Dynamische Magnetisierungskurven (oben) sowie Amplitu-
denspektrum aus dem MPS (unten) von CoFe2O4-NP in Wasser bei 5 kHz
(links) und 10 kHz (rechts) in Abhéngigkeit der Anregungsfeldstérke von
7.5 mT (hellgriin) bis 25 mT (violett).

Als standardisierte Methode wurden die Partikel im ACS vermessen. Die

grundlegende Technik hierzu wurde bereits in Kapitel 3.4 ndher beschrieben. Im

eigentlichen Messbetrieb gibt es jedoch unabhéngig der eigentlichen Messappara-

tur nur eine weitere Variable, die Feldstarke des Anregungsfeldes. Die Suszepti-

bilitdt einer magnetischen Probe ist feldabhéngig. Dieses Phénomen ist bereits

phidnomenologisch in der statischen Magnetisierung ersichtlich. Die Suszeptibilitat

ist bekanntlich der Quotient von Magnetisierung und externem Feld. Im linearen
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Bereich ist die Suszeptibilitdt hoher als im Séttigungsbereich, aber auch im line-
aren Bereich ist die Suszeptibilitit bereits feldabhéngig, da die Steigung einer
Magnetisierungskurve auch dort nicht konstant ist. Bevor die Feldabhangigkeit
weiter diskutiert wird, sollen im Folgenden zunéchst jedoch die eigentlichen Mes-
sergebnisse diskutiert werden. Die ACS-Messungen sind hierbei als Nullfeld-ACS
zu verstehen (Abbildung 24). Auch dieser Begriff soll weiter unten erneut aufge-

griffen werden.

0.20
Re(x)
— Im(y)
0.15 -
= 0.10-
0.05 -
103 10? 10° 108

Frequenz [Hz|

Abbildung 24: Nullfeld ACS-Messung von 5 wt% CoFe2O4-NP in Was-
ser. Das Maximum des Imaginérteils liegt bei 19 kHz, die Suszeptibilitét
bei 10 kHz liegt bei 95% des Maximums.

Mittels Gleichung (21) kann die effektive Relaxationszeit der Partikel auf etwa
19.5 ps bestimmt werden. Uber Gleichung (22) ergibt sich daraus ein mittlerer
hydrodynamischer Durchmesser der Partikel von etwa 19 nm. Dieser Wert passt
hierbei gut zur Grofenverteilung aus den TEM Daten, die 18 4+ 4 nm ergeben.
Der Wert aus dem ACS ist hierbei generell zwar reprisentativer als die Auswer-

tung iiber TEM, da bei ersterem das komplette Probenensemble betrachtet wird,
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bei letzterem lediglich ein kleiner Ausschnitt. Zusétzlich muss aufserdem beachtet
werden, dass im TEM die tatséchliche geometrische Gréfse der Partikel vermessen
wird, im ACS jedoch der pure magnetische Anteil zuziiglich einer etwaigen Hyd-
rathiille. Um eine Vorstellung der Datenvergleichbarkeit zu gewinnen zeigt Ab-
bildung 25 schematisch die verschiedenen Radiendimensionen, die bei einem mag-
netischen Nanopartikel betrachtet werden kénnen und je nach Messmethode ent-

sprechend erfassbar sind.

Abbildung 25: Schematische Darstellung eines magnetischen Nanopar-
tikels zur Veranschaulichung unterschiedlicher Groéfsenskalen in ver-
schiedenen Messverfahren. Der magnetische Radius Ry beschreibt den
fehlerfrei kristallinen Bereich der Nanopartikel, welche entsprechend
magnetisch ist. Der geometrische Radius Rg beschreibt die Gesamtkris-
tallitgrofse unabhéngig der physikalischen Eigenschaften, wahrend der
hydrodynamische Radius Ru die Hydrathiille, die je nach Partikelladung
variiert, nicht direkt zum Partikel gehort, sondern lediglich in Losung
assoziiert vorliegt.

Der geometrische Partikelradius Rg ist die am simpelsten zu erfassende Grofe
eines Nanopartikels, da dieser einfach die tatsidchliche Grofe des Partikels angibt.

Mittels TEM oder bei sehr grofen Partikeln Lichtmikroskopie kann diese Grofe
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iiber einfaches Vermessen des Partikels erfasst werden. Die anderen beiden Grofien
sind iiber bildgebende Verfahren nicht greifbar. Der hydrodynamische Radius Ry
ist die Kombination aus dem Partikelradius und der Dicke der Solvathiille, die
iiblicherweise iiber diffusive Prozesse in dynamischen Messungen erfasst wird, bei-
spielsweise iiber DLS. Der magnetische Radius Ry ist in einem idealen Material
daquivalent zu Rg. Nanopartikel besitzen allerdings grundséatzlich Defekte an ihrer
Oberfléche, was bei magnetischem Material zu einer ,toten‘ Schicht unterschied-
lich starker Auspragung fiihrt. Magnetische Messverfahren ,sehen‘ dementspre-
chend lediglich Ry. Das fiir dieses Projekt verwendete Partikelsystem relaxiert
wie bereits vorab diskutiert nach Brown. Dementsprechend steht die Relaxations-
zeit in direktem Zusammenhang mit Rp. Zuséatzlich zum Partikelradius kann aus
dem ACS zudem die fiir Hyperthermie elementare ideale Nullfeldanregungsfre-
quenz im Peak von y* bei 19 kHz abgelesen werden. Die Diskrepanz zu diesem
Maximum und den 10 kHz, die fiir den Hyperthermieaufbau verwendet wurden,
rithrt hierbei aus einer dlteren fehlerbehafteten Messung her. Da die Abweichung
vom Maximum der Suszeptibilitit jedoch unterhalb von 7% liegt wurde beschlos-
sen, dass diese Abweichung marginal genug ist sie fiir die entsprechenden Mes-
sungen in Kauf zu nehmen. In Anbetracht der feldstdrkenabhéngigen Suszeptibi-

litdt spielt diese Abweichung tatsédchlich keine Rolle mehr.

6.1.2.2 Hyperthermie

Die Hyperthermieapparatur wurde mit einem Suszeptibilitdtsmaximum bei
10 kHz geplant, hierbei wurde missachtet, dass die Position des Maximums feld-
starkenabhéangig ist. Es existiert derzeit keine analytisch exakte Methode die feld-

starkenabhéngige AC-Suszeptibilitdt eines Stoffes zu berechnen. Enpuku und Yos-
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hidal''6l haben allerdings durch Losung der Fokker-Planck Gleichung eine nume-
rische Losung fiir die Brown’sche Relaxation in einem Anregungsfeld vorgestellt,
die erfahrungsgemséfs sehr nah an praktische Messungen herankommt. Da es sich
nicht um eine physikalisch exakte Losung handelt ist daher zu beachten, dass die
folgenden Berechnungen nur fiir sinusférmige Anregungsfelder gelten, nicht unbe-
grenzt korrekte Ergebnisse liefert und aufserdem nur fiir Brown dominiert relaxie-
rende Partikel iiberhaupt giiltig ist. Fiir die feldabhéngige Brown’sche Relaxati-
onszeit gy gilt (33):1116]

o TB,0
TB,H — /110.126¢172 (33)

mit dem Quotienten & der magnetischen Energie aus Moment m multipliziert

mit der Flussdichte B und der thermischen Energie kg 7" (34):

& — nLg (34)

Um nunmehr eine Aussage iiber die Feldabhéngigkeit der Wechselfeldsuszepti-
bilitdt zu bekommen kann Gleichung (21) fiir das Maximum verwendet werden.
Da ein Faktor hierbei eingénglicher als ein Zahlenwert ist, sei Gleichung (35) der

Quotient des feldabhéngingen Frequenzmaximums f(B) und des Frequenzmaxi-

mums bei Nullfeld f(B=0).

B \/1 n 0.126(1:';;)1'72 (35)

Dieser Zusammenhang ist zusétzlich in Abbildung 26 graphisch veranschau-
licht. Es sei noch einmal betont, dass diese Art der Berechnung nur in einem

begrenzten Bereich Giiltigkeit besitzt und aufserdem exklusiv fiir ein stark
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Brown’sch dominiertes Partikelsystem iiberhaupt gilt. Ebenfalls gelten samtliche
Annahmen nur bei einer sinusférmigen Feldfrequenz, die allerdings in diesem Pro-

jekt grundsétzlich gegeben ist.

£(B)/f(B=0)

0O 20 40 60 8 100
Feldstérke [mT]

Abbildung 26: Numerische Losung der Fokker-Planckgleichung fiir ein
sinusformiges Anregungsfeld zur Bestimmung der feldabhédngigen
Brown’schen Relaxationszeit. Aufgetragen ist die auf das Nullfeld nor-
mierte Verschiebung der Peakfrequenz fiir die imaginére Suszeptibilitat
mit steigender Feldstérke. Bei 25 mT Feldstédrke verschiebt sich dem-
nach die maximale Anregungsfrequenz von 19 kHz auf etwa 72 kHz.

Die maximale Feldstirke, die im Hyperthermieaufbau realistisch erzeugt wer-
den kann, liegt bei ca. 25 mT. Es lésst sich daher abschéitzen, dass etwa eine
Verdrei- bis Vervierfachung der Hyperthermieeffizienz bei 25 mT bei einer Fre-
quenzanpassung der Hyperthermieanlage auf 72 kHz im Bereich des Realistischen
liegt.

Ein weiterer zumindest grundséatzlich zu beachtender Faktor ist Warmekon-

vektion der Anregungsspule. Wie in Kapitel 5.2.4 bereits beschrieben ist eine Kiih-

lung in der eingesetzten Hyperthermieanlage verbaut worden. Ein durch eine
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Spule geleiteter Strom erzeugt Wiarme, aufgrund des inhdrenten Widerstands je-
des Leitermaterials. Dabei gilt, dass mit steigendem Strom auch die freigesetzte
Warmemenge stetig steigt. Eine elektrotechnische Faustregel besagt, dass bis zu
5 A pro mm? Leitungsquerschnitt zu keiner signifikanten Erwirmung des Leiters
fiihrt. In der Planung wurde daher ein Draht mit 2.26 mm? Durchmesser verwen-
det, da eine Feldstédrke von 25 mT bei 10 A Strom angedacht wurde. Zur Bestim-
mung der tatsdchlichen Warmekonvektion seitens der Spule wurde der Spulen-
aufbau inklusive Kiihlung am Probenhalter im Standardprobengefift mit 1 mL
Wasser, dem typischen Probenvolumen fiir tatsdchliche Messungen, befiillt und
bei gegebener Strom- bzw. Feldstirke die Temperaturentwicklung iiberwacht. Die
Ergebnisse fiir eine Betriebszeit von 10 min sind in Abbildung 27 aufgetragen. Bei
den Messkurven handelt es sich um die mittlere Spulenerwérmung von jeweils
flinf Messungen, die in einem klimatisierten Raum bei etwa 22 °C Raumtempera-
tur gestartet wurden. Die Spule wurde nach jeder Messung fiir mindestens 30 min
aufer Betrieb genommen, um eine vollstdndige Abkiihlung sdmtlicher Komponen-
ten zu gewahrleisten.

Aus den Werten wird ersichtlich, dass sich die Spule bei 5 A Strom nahezu
nicht erwdrmt, bei 7.5 A um etwa 1 K und bei 10 A um 1.75 K in 10 min. Die
kleinen Peaks in der Auftragung sind dabei das Messrauschen des faseroptischen
Thermometers, das mit + 0.1 K angegeben ist. Fiir eine realistische Angabe des
Messfehlers wurde daher bei jeder Probenmessung eine Dreifachbestimmung
durchgefiihrt. Der Mittelwert dieser Dreifachbestimmung wurde im Anschluss mit
jeweils dem halftigen Fehler der Blindmessung von Wasser sowohl in positive als

auch negative Temperaturrichtung angegeben.
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Abbildung 27: Aufwirmung von Wasser im Hyperthermieprobenhalter
aufgrund von Wirmekonvektion der Spule in Abh#ngigkeit der Be-
triebsdauer fiir verschiedene Feldstéirken. Bei 5 A findet nahezu keiner-
lei Warmeiibertrag tiber eine Betriebsdauer von 10 min statt, bei 7.5 A
und 10 A um 1 K respektive 1.75 K.

Die prinzipielle Eignung eines Nanopartikelsystems fiir die magnetische Hyper-
thermie kann iiber wenige Kenngrofsen eingeschitzt werden. Grundsétzlich sollten
geeignete Partikel iiber ein hohes magnetisches Nettomoment, exakter ausge-
driickt eine hohe Volumensuszeptibilitit, verfiigen. Unter Beriicksichtigung einer
moglichen praktischen Anwendung ist jedoch eine Vielzahl anderer Kenngrofien
von elementarer Wichtigkeit. Diese lassen sich im Wesentlichen in physikalische
und biologische Voraussetzungen aufteilen. Zu den physikalischen Eigenschaften
zahlt hier vor allem das Maximum der Wechselfeldsuszeptibilitdt zur Erkennung
der korrekten Anregungsfrequenz, da diese in einem realistischen Frequenzbereich
liegen muss. Die biologischen Voraussetzungen werden in diesem Kontext etwas

weiter gefasst und konnten nur am Rande im Rahmen dieses Projekts erfasst

werden. Magnetische Nanopartikel, die fiir biologische Anwendungen auch nur in
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Betracht gezogen werden, miissen in Organismen mobil sein und vor allem iiber
einen gewissen Zeitintervall bleiben. In einer tatséchlichen medizinischen Anwen-
dung ist diese Betrachtung weit komplexer, fiir dieses Projekt soll allerdings der
Mobilitatsbegriff durch Kolloidstabilitdt substituiert werden, da eine tatséichliche
medizinische Anwendung weit iiber die Zielsetzung dieses Projekts hinaus ginge.

Die Partikel sind in wéssrigem Medium zunéchst einmal iiber Monate stabil.
Nach der Synthese werden die Partikel in einen Citrat-Zitronensdure-Puffer iiber-
fiihrt und anschliefsend gegen Millipore Wasser dialysiert und sind nach der Dia-
lyse auch in hohen Konzentrationen bis 7 wt% stabil. Gegeniiber einfachen Ver-
unreinigungen, wie geringe Mengen Salze oder kurzkettige Organika wie Ethanol
oder Methanol, sind die Kolloide ebenfalls sehr stabil. Bei den Toxizitdtstests hat
sich allerdings gezeigt, dass die Partikel im Zellkulturmedium nur sehr kurzfristig
stabil sind. Im humanen Blut préazipitieren die Partikel binnen Sekunden. Dieses
Verhalten ist sowohl bei den Partikeln ohne Hiille als auch denen mit Silikahiille,
welche an spéterer Stelle aufgegriffen werden soll, nahezu identisch.

Das Vorgehen der Hyperthermiemessung wurde bereits an anderer Stelle teil-
weise beschrieben, soll an dieser Stelle jedoch der Vollstédndigkeit halber noch
einmal zusammengefasst werden. Unabhéingig der eigentlichen Priifsubstanz
wurde grundsédtzlich 1 mL Gesamtvolumen vorgelegt, um eine maximale Ver-
gleichbarkeit der Proben aufgrund etwaiger externer Parameter, wie Erwirmung
durch die Spule, Thermometerposition oder ungleichméfiger Erwirmung im Mag-
netfeld zu gewihrleisten. Ebenfalls unabhéngig von der tatsédchlichen Probe wurde
die Konstanz der externen Parameter fiir jede Probe mittels zeitversetzter Mehr-
fachbestimmung iiberpriift. Riickblickend auf den inh&renten Messfehler jeder

Messung aufgrund moglicher Spulenkonvektion war zunéchst zu kldren, welche
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Partikelkonzentration notig ist, eine signifikant grofere Erwarmung durch Hyper-
thermie als durch puren Warmeiibertrag zu induzieren. Hierzu wurden die Co-
baltferritnanopartikel in unterschiedlicher Konzentration vermessen und die Er-
gebnisse in Abbildung 28 aufgetragen. Erwartungsgemaéfs steigt die Erhitzungsrate
mit steigender Konzentration. Eine Konzentration von 1 wt% reicht zwar aus,
eine messbare Warmeinduktion zu verzeichnen, die Daten sind jedoch relativ stark
fehlerbehaftet. Die aufgetragenen Messungen sind jeweils bei der hochsten Feld-
starke von 24.4 mT entstanden. Um die Warmeentwicklung der Spule zu mini-
mieren wurde die héchste Konzentration ebenfalls bei geringeren Feldstérken hy-

perthermisch vermessen.
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Abbildung 28: Konzentrationsabhéngige Erwarmungs-Zeit-Kurven von
CoFe204-NP in Wasser in der Hyperthermie bei 24.4 mT Feldstarke
iiber 10 min. Die Messung bei 1 wt% weicht stark von den anderen ab
und legt dementsprechend nahe, dass eine hohere Konzentration fiir eine
fehlerfreie Messung nétig ist.
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Abbildung 29 zeigt die feldabhéngigen Temperatur-Zeit-Kurven fiir die vorge-
nannte Probe mit 5 wt% CoFesO4-NP in Wasser. Erwartungsgeméfs erhoht sich
die Geschwindigkeit der Temperaturerhohung mit steigender Feldstiarke, wenn-
gleich auch der Messfehler signifikanter wird. Die Datenauswertung der Tempe-
ratur-Zeit-Kurven erfolgt {iber ein einfaches Steigungsdreieck. Hierzu wird der
lineare Steigungsbereich identifiziert und die entsprechenden Werte in Glei-

chung (6) eingesetzt.
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Abbildung 29: Feldabhingige Erwirmungs-Zeit-Kurven von 5 wt%
CoFe204-NP in Wasser. Erwartungsgeméf steigt die Erwdrmung mit
steigender Feldstirke, wihrend der Fehler (stilisiert durch farbige Fli-
chen um die Messkurve) ebenfalls iiber die Messdauer zunimmt. Im na-

hezu linearen Bereich sind sadmtliche Feldstarken nahezu fehlerfrei auf-
gelost.

Die erhaltenen SLP-Werte steigen linear mit der Feldstiarke an. Da jedoch wie
bereits vorab beschrieben die SLP direkt keine Informationen zum Anregungsfeld

beinhaltet, wird versucht die Daten in die ILP zu konvertieren, dies geschieht

mittels Gleichung (7). Sowohl SLP als auch ILP sind in Abbildung 30 aufgetragen.
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Abbildung 30: Verschiedene Darstellungsformen der Heizleistung von
CoFe204-NP in Abhingigkeit der Feldstirke als SLP in Wg! (links)
und als ILP in (mJmT-!g!). Die SLP ist dabei im linearmagnetischen
Bereich linearproportional zur externen Feldstéirke, die ILP konstant.

Die Werte fiir die ILP sind wie bereits durch die Gleichung zu erwarten kon-
stant iiber sich verdndernde Feldstirken. Der grundlegende Informationsgehalt
von SLP und ILP ist zunédchst identisch. Die Darstellungsform ist dabei in erster
Linie eine Geschmacksfrage. Wahrend die Angabe der SLP es bedingt, dass wei-
tere Informationen wie Feldstirke und Feldfrequenz zwangslaufig im Beschrif-
tungstext aufgenommen werden miissen, da die Daten fiir sich genommen nur eine
geringe Aussagekraft beinhalten, wird dieses Problem fiir die ILP umgangen. Der
wesentliche Nachteil an der Angabe der ILP ist die derzeit noch geringe direkte
Vergleichbarkeit, da die SLP in der Literatur eindeutig dominant ist. Letztlich
hat die Einheit der ILP zwar einen physikalischen Bezug, jedoch ist diese schwer

direkt nachzuvollziehen.
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6.1.2.3 Toxizitat

Die grundlegende Eignung der Nanopartikel fiir die Hyperthermie konnte im
vorherigen Kapitel veranschaulicht werden. In Kapitel 6.3 wird auferdem die Hy-
perthermie verschiedener Gelsysteme behandelt. Die Toxizitat des vorliegenden
Partikelsystems wurde jedoch lediglich fiir reine Partikel sowie Partikel mit Si-
likahiille erfasst, letztere sollen Kapitel 6.2 als solches ndher betrachtet werden,
werden allerdings an dieser Stelle als Vergleichsmoglichkeit vorab herangezogen.
Biokompatibilitdt als generelles Schlagwort umfasst neben der Toxizitdt eines
Wirkstoffs auch dessen Metabolismus und, auch wenn es zunéchst banal erscheint,
die Stabilitat des Wirkstoffs im entsprechenden Medium.

Fiir die Bestimmung der Kolloidstabilitdt in einem Medium existiert kein stan-
dardisiertes Verfahren. Die Stabilitdt kann dafiir bereits zu Beginn eines Toxizi-
tats-Assays sehr gut optisch beobachtet werden. Magnetische Nanopartikel bzw.
Nanopartikel generell neigen dazu relativ empfindlich auf Anderungen des Medi-
ums zu reagieren. Die vorliegenden citratstabilisierten Partikel sind zwar relativ
unempfindlich gegeniiber leichten Verunreinigungen, fallen jedoch binnen weniger
Minuten im physiologischen Zellmedium aus. Dies kann bereits optisch ohne wei-
tere Hilfsmittel problemlos beobachtet werden. Ein einfacher Stabilitdtstest mit
humanem Blut sorgte fiir einen Ausfall der Partikel binnen Sekunden. Die Partikel
in ihrer jetzigen Stabilisation sind daher grundséatzlich nur bedingt geeignet fiir
eine Zirkulation in wivo. Da weder in vivo noch in wvitro Anwendungen in den
Rahmen dieses Projekts fallen, sondern lediglich eine Ersteinschitzung zur Bio-
kompatibilitdt getroffen werden sollte, wird von diesen Problemen im weiteren

Verlauf abgesehen. Es wurden zusétzlich zu den folgenden Toxizitétstests auch
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Zellzyklus Assays durchgefiihrt, die aufgrund der geringen Stabilitdt im Zellkul-
turmedium und der daraus resultierenden Agglomeration nicht ausgewertet wer-

den konnten.

Abbildung 31: Fotografie einer Jurkat-Zellkultur im Zellkulturmedium
inkubiert mit 400 pg/mL CoFe204-NP.

Auch fiir ein Toxizitdtsassay miissen bestimmte experimentelle Schranken be-
riicksichtigt werden. Kolloide sind nur bis zu einer begrenzten Maximalkonzent-
ration stabil. Fiir das vorliegende System liegt diese zwischen 7 und 8 wt%. Die
Praparation fiir ein Toxizitdtsassay verdiinnt diese maximale Grundkonzentration
um etwa den Faktor 20. Dies hat zur Folge, dass die maximal testbare Konzent-
ration des vorliegenden Partikelsystems bei etwa 400 pgmL-! lag; weitere Verdiin-
nung ist hierbei prinzipiell grenzenlos moglich. Die Nanopartikelsysteme CoFeaO -
Citrat sowie CoFe0,QSiO; wurden dementsprechend in Konzentrationen
400 pgmL! und abwirts auf Thre Toxizitdt untersucht. Die Konzentrationsanga-
ben beziehen sich bei sdmtlichen Daten auf den Gewichtsanteil festen Materials

und nicht den magnetischen Anteil. Fiir eine bessere Vorstellung der héchsten
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verwendeten Konzentration zeigt Abbildung 31 eine Fotografie von Zellen im Zell-

kulturmedium mit einer Partikelbelastung von 400 pgmL-1.

A Kontrolle B Kontrolle

CoFe,0,

CoFe,0,@Ssio, CoFe,0, CoFe,0,@Si0,

apoptotisch & nekrotisch

+

ithapoptotisch
viabel

5 25 100200400 5 25 100200 400
Konzentration [pg/mL]

-+

- gestortes mitochondriales Membranpotential
- intaktes miochondriales Membranpotential

5 25 100200400 5 25 100200 400
Konzentration [pg/mL]

C Kontrolle D Kontrolle

CoFe,0O, CoFe,0,@Si0,

CoFe,O,

CoFe,0,@Si0,

- apoptotisch & nekrotisch

l:l frithapoptotisch - gestortes mitochondriales Membranpotential

- intaktes miochondriales Membranpotential

5 25 100200400 5 25 100200 400
Konzentration [pg/mL]

5 25 100200400 5 25 100200 400
Konzentration [pg/mL]

Abbildung 32: Toxizitatsassays von CoFe204-NP und
CoFe204@SiO2.NP nach 24 h (A,B) und 48 h (C,D) in Abhéngigkeit
der Konzentration. Die Analyse erfolgte iiber Durchflusszytometrie iiber
AxV und PI staining und liefert das Verhéltnis viabler (Ax- PI-), friih-
apoptotischer (Ax+ PI-) sowie spitapoptotischer Zellen (Ax+ PI+).
Das mitochondriale Potential wurde iiber DilC1(5) staining anhand der
Fluoreszenzabnahme bestimmt. Fiir die Positivkontrolle wurden der
Zelllosung 2 % DMSO anstatt des Ferrofluids und fiir die Negativkon-
trolle Wasser der Zelllosung zugesetzt. Die statistische Signifikanz
wurde mittels t-Test mit n=8 gesichert. Die angegebenen Konzentrati-
onen beziehen sich auf den tatsédchlichen Partikelgehalt und nicht den
magnetischen Anteil.
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Grundsétzlich steht fiir Toxizitdtsassays nahezu jede Zelllinie zur Verfiigung.
Es bleibt auch zu beriicksichtigen, dass ausnahmslos jede Zelllinie erwartungsge-
mafs anders auf einen Fremdkorper reagiert. Auch die Angriffsvektoren unter-
scheiden sich je nach Fremdkorper.'17l Zellen kénnen bereits durch das in die
Né&he bringen eines Fremdkorpers angegriffen werden, viele Nanopartikel sind al-
lerdings ebenfalls in der Lage in die Zelle zu migrieren. Gerade letzteres eréffnet
wieder eine Vielzahl neuer méglicher Angriffswege.l" Es wird daher schnell offen-
kundig, dass eine erschopfende Toxizitdtseinschidtzung eines Nanopartikelsystems
ein duferst komplexes Unterfangen ist und die entsprechend folgenden Daten nur
als Ersteinschitzung verstanden werden kénnen. Fiir die Assays wurden Jurkat-
Zellen, d.h. humane Leukémie T-Lymphozyten, verwendet, da diese bekannter-
mafsen eine durchschnittliche Empfindlichkeit aufweisen. Jurkat-Zellen bilden da-
her ein gutes Modell fiir eine generelle Ersteinschéitzung der Vertréaglichkeit eines

Antigens ab (Abbildung 32).[118l

6.1.2.4 Bestimmung der Nanopartikelgrofenverteilung iiber

statische Magnetisierungskurven

Im Zuge des Projekts wurde eine Partikelprobe an die Arbeitsgruppe von Ingo
Rehberg aus Bayreuth versendet. Die AG Rehberg errechnet mittels Invertierung
der Langevin Funktion eine eindeutige Grofenverteilungen aus statisch magneti-
schen (VSM) Messungen. Soll aus einer statischen Magnetisierungskurve die Gro-
Kenverteilung von magnetischem Material bestimmt werden, muss konventionell
zundchst ein statistisches Modell angenommen werden. Dementsprechend gibt es
fiir diese Herangehensweise keine eindeutige Losung, wodurch das ,klassische’ Ver-
fahren ein inkorrekt gestelltes Problem beschreibt. Durch Invertierung der Lan-

gevin Funktion entféllt der Schritt der Annahme eines Verteilungsmechanismus
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sodass die Losung eindeutig wird und das mathematische Problem korrekt gestellt
ist und gelost werden kann. Hierzu wird auf Anfrage ein Open Source Python-
Skript zur Verfiigung gestellt, sodass prinzipiell jede Magnetisierungskurve ausge-
wertet werden kann. Das CoFeyO4 Partikelsystem aus diesem Projekt diente ne-
ben anderen kommerziellen Systemen als Proof-of-Concept fiir eine auf dieser
Theorie basierenden Publikation.'!9 In diesem Unterkapitel soll die entspre-
chende Auswertung anhand von eigenen CoFesO4-NP vorgestellt und in Kiirze
erlautert werden.

Die Magnetisierung einer idealen Probe ohne Groéfenverteilung kann iiber die
Langevin-Funktion dargestellt werden, es gilt (36):

M = Mj (coth(g—g) ) (36)

mB

Liegt nunmehr eine disperse Probe vor, ist die Magnetisierung eine Funktion
der effektiven Sittigungsmagnetisierung Ms* und des effektiven magnetischen Mo-
ments m”, die wiederum eine Funktion der Grofenverteilung sind. Die effektive
Magnetisierung M"* bzw. die effektive Langevin-Funktion ist also eine Uberlage-
rung aller an der Messung beteiligten Langevin-Funktionen der jeweilig korres-

pondierenden Partikelgrofe, es gilt Gleichung (37)

M(B) =32 M;L(3) (37)
mit den Fitparametern M; und £ (38).
1 my (38)

B, — kT

i

Das Python-Skript ist in der Lage die Fitparameter anhand einer gegebenen

Magnetisierungskurve zu bestimmen. Uber die Inverse Langevin-Funktion kann
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die Grofkenverteilung des magnetischen Materials als Funktion des magnetischen
Moments gegen den magnetischen Fluss B dargestellt werden, es gilt fiir die In-

verse (39):

Mgy, = 2L [-1(M) (39)

Die relative Standardabweichung ergibt sich aus der Wurzel des Quotienten
des arithmetischen Mittels m, — Maximalwert bei B = 0 von (39) — und dem

harmonischen Mittel my, — Minimalwert bei B — o — es gilt (40):

o = L (40)

m,rel — my

Eine exemplarische Auswertung fiir die vorgestellten mit einem Durchmesser
von 18 + 4 nm Partikel ist in Abbildung 33 dargestellt. Anhand von Glei-
chung (40) ergibt sich eine Standardabweichung von 3.6 nm, die sich in guter
Ubereinkunft mit der ausgezihlten Verteilung der Partikel aus dem TEM ver-

steht.
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Abbildung 33: Mathematische Anpassung (rote Linien) einer statischen
Magnetisierungsmessung aus dem VSM (schwarze Késtchen). Die Giite
des Fits kann anhand der Ubereinstimmung mit der gemessenen Mag-
netisierungskurve (Oben) abgelesen werden. Die Inverse Langevin-
Funktion (Mitte) sowie die Partialableitung der Inversen (Unten) kann
zur Bestimmung der relativen Standardabweichung des vermessenen
Materials verwendet werden.

Zur besseren Veranschaulichung der Methode werden Tabelle 1 die Daten von
drei verschiedenen Partikelgrofen, mithin 4 nm, 14 nm sowie 18 nm mit den Wer-
ten aus dem TEM verglichen. Es lisst sich eine hervorragende Ubereinstimmung

der Verteilungen beobachten.
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Tabelle 1: Vergleich der Grofenverteilungen zwischen Partikelauszdhlung aus dem TEM
mit der mathematischen Anpassung der zugehorigen Magnetisierungskurven aus dem VSM.

Partikelgrofie Cabs TEM Orel VSM Cabs VSM
[nm] [nm] [7e] [nm]

4 0.9 14 0.6

14 3 24 3.3

18 4 21 3.6

6.2 Phase II: Core-Shell
Cobaltferritnanopartikel

Die Synthese von reinen SiOs-Nanopartikeln ist schon seit den spéten 60er
Jahren bekannt und vor allem durch den Namen Werner Stéber geprigt.[120l Wiih-
rend reine SiO9o-Nanopartikel in der chemischen Forschung nur auf geringes Inte-
resse stoften wird der Name Stobermethode dennoch in sehr vielen Publikationen
verwendet, da sich fiir die basenkatalysierte Kondensation eines Siliziumprecur-
sors, meist Tetraethylorthosilicat (TEOS), dieser Begriff durchgesetzt hat. Hierbei
handelt es sich in der Regel nicht um die Synthese tatsidchlicher SiOs-Nanoparti-
kel, sondern vielmehr um die Umbhiillung bereits in Suspension befindlicher Nano-

partikel.

6.2.1 Synthese nach Stober

Die bereits 1968 publizierte Synthese reiner SiO2-Nanopartikel verwendet einen
Silikaprecursor, welcher im basischen Milieu zunéchst hydrolysiert wird und an-
schlieffend in Form kugelférmiger Partikel kondensiert. Die Synthese findet hier-

bei in kurzkettigen Alkoholen statt, da die meisten Silikaprecursoren nicht in
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Wasser 16slich sind. Die basischen Bedingungen werden meist {iber NaOH einge-
stellt und NH3 wird als zusétzlicher Katalysator eingesetzt. Es wurde bereits friih
entdeckt, dass die geschilderte Syntheseroute sich nahezu eins zu eins auch auf
eine Umhiillung bereits vorliegender Nanopartikel iibertragen léasst. So fungieren
die Nanopartikel in der Synthese als Kristallisationskeime und es bilden sich uni-
forme Hiillen um diese. Auch in diesem Projekt konnten iiber die Stobermethode
uniforme Umbhiillungen des Nanopartikelsystems herstellen lassen. Jedoch stellte
sich im Zuge der Projektgestaltung der Phasentransfer als inhédrentes Problem bei
der Verwendung der Stobermethode heraus.

Die CoFe,O4-NP werden in Wasser synthetisiert, miissen fiir die Stobersyn-
these in Ethanol iiberfiihrt werden und anschliefend fiir Hyperthermie bzw. die
Gelsynthese zuriick in die wassrige Phase transferiert werden. Dies ist nicht nur
experimentell sehr zeitaufwendig und fiihrt zu relativ hohen Verlusten aufgrund
von teilweise sedimentierenden Partikeln, sondern erhéht ebenso das Risiko, dass
die relativ empfindliche grafting to Gelsynthese im Anschluss sdmtliche Partikel

prézipitieren lasst.

A B

Ol nm 50 nm

=

Abbildung 34: TEM-Aufnahmen zweier unterschiedlicher Silikaschicht-
dicken (A: 4 nm, B: 14 nm) der gleichen Charge CoFe204-NP hergestellt
durch ein erhdhtes Zugabevolumen des TEOS-Precursors.
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Nichtsdestotrotz lassen sich {iber die Stobermethode sehr uniforme Hiillschicht-
dicken erzeugen und allein iiber Variation des TEOS-Gehalts in der Schichtdicke
beeinflussen. Abbildung 34 zeigt exemplarisch zwei verschiedene Hiillschichtdi-
cken, die iiber Variation des TEOS-Gehalts als semi-batch Reaktion erreicht wur-
den. Es soll an dieser Stelle nicht unerwahnt bleiben, dass der Phasentransfer von
Wasser zu Ethanol in der Regel zu einigen Verlusten fiihrt und die relative Anzahl
an umbhiillten Partikeln daher in der Regel hochstens 75% der Ausgangspartikel-
anzahl betrégt. Ein inhdrenter Nachteil der Stobermethode, ist das Risiko der
Ausbildung von reinen Silikapartikeln zusétzlich zur eigentlichen Umbhiillung. Die
gesamte Reaktionszeit betrachtend spielt es fiir einen sich ausbildenden Silikana-
nopartikel keine signifikante Rolle, ob ein bereits vorhandenes Partikel anderen
Materials umhiillt wird oder sich reine Silikapartikel ausbilden. Da die Reaktion
allerdings sehr schnell ablauft ist es weitaus wahrscheinlicher, dass bereits vor-
handene Partikel als Kristallisationskeime fungieren und somit eine Umhiillung
typischerweise préferiert wird. Dieses Gleichgewicht zwischen Bildung eines eige-
nen Kristallisationskeims und Umbhiillung eines bestehenden Keims kann durch
die Reaktionsbedingungen verschoben werden. Eine hohere Temperatur erhoht
zwar die Reaktionsgeschwindigkeit beider Seiten des Gleichgewichts, sorgt aber
nahezu zwangslaufig dafiir, dass auch reine Silikapartikel in signifikanter Anzahl
zuséatzlich zur eigentlichen Umhiillung entstehen. Die Reaktionsfithrung der Sto-
bermethode findet daher iiblicherweise bei Raumtemperatur oder moderaten
Temperaturen von 30-40 °C statt. Ein weiterer wesentlicher Reaktionsparameter
ist die Konzentration des Precursors. Zwar kann die Hiilldicke iiber Steigerung

der Precursorkonzentration erhéht werden. Diese Steigerung ist allerdings nicht
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beliebig md&glich, da eine zu hohe Konzentration die Bildung von reinen Silikapar-
tikeln stark begiinstigt und bei deutlich zu hohen Konzentrationen sogar zur ex-
klusiven Bildung solcher Partikel fithren kann, wie Abbildung 35 exemplarisch

veranschaulicht.

L L

- -

200 nm

Abbildung 35: Beispielspielhafte TEM-Aufnahme von CoFexOs-NP
(kleine Partikel) und Silikapartikeln (grofe Partikel). Die Bildung reiner
Silikapartikelpartikel anstatt einer Hiillschicht ist hierbei bedingt durch
eine zu hohe TEOS-Konzentration wahrend der Reaktion.
Aufgrund der Phasentransferschwierigkeiten gepaart mit den signifikanten Ver-
lusten an Partikeln wurde nach einer anderen Methode in wéssrigem Medium
gesucht. Kapitel 6.2.2 beschreibt die Wahlsynthese nach Zou et all'2!l, die eine

Silikaumhiillung in wéssrigem Medium bei simpler Reaktionsfithrung und sehr

guten Ergebnissen beschreibt.
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6.2.2 Modernisierte Silikasynthese

Die von Zou et al.l'?ll publizierte Synthese nutzt die Wasserunloslichkeit von
TEOS mit einem bemerkenswert simplen Trick aus, um uniforme Hiillen um Na-
nopartikel zu erzeugen und auferdem das Entstehen von reinen Silikapartikeln zu
inhibieren. Die Synthese nutzt ebenfalls TEOS als Precursor, jedoch statt einer
starken Base wie Natronlauge die schwache Base Hydrazin in sehr geringen Kon-
zentrationen und daher sehr moderate Bedingungen, in Wasser. Da sich TEOS
nur sehr schlecht mit Wasser mischt ist die Bildung von Kristallisationskeimen
stark unterdriickt, wihrend die bereits in Suspension vorhandenen Kristallisati-

onskeime, in Form der CoFesO4-NP, hervorragend dispergiert sind.

25 30 45
Partikeldurchmesser fnm|

Abbildung 36: TEM-Aufnahme von CoFe204@Si02-NP nach Aufreini-
gung und Dialyse (links) sowie Histogramm von ca. 100 manuell ver-
messenen Partikeln (rechts).

Aufgrund der schlechten Losungseigenschaften des TEOS in Wasser wurde
diese Synthese von Zou et al. Zweiphasensynthese getauft. Dieser Name soll auch
im weiteren Verlauf dieser Arbeit Anwendung finden und eine simple Unterscheid-
barkeit zur Stobermethode ermoglichen. Die Zweiphasenmethode liefert sehr ver-

lasslich uniforme Silikahiillen, ohne einen Phasentransfer zu bendtigen. Die Syn-

these ist auflerdem deutlich schneller als die Stébermethode und verlangt aufgrund
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der deutlich milderen Bedingungen eine deutlich kiirzere Zeit in der Dialyse. Im
Gegensatz zur Stobersynthese ist allerdings die Einstellbarkeit der Hiillschichtdi-
cke eher unzuverlissig. Grundsétzlich ist es zwar moglich iiber ein erhéhtes Zu-
gabevolumen von TEOS die Hiillschichtdicke zu erh6hen. Dieser Prozess ist aller-
dings wenig reproduzierbar und es liefs sich {iber die Dauer des Projekts kein
entsprechend reproduzierbares Syntheseprotokoll zur Hiillschichtdickenvarianz er-
stellen. Dementsprechend wurde je nach geplantem Anwendungsbezug fiir ein
Partikelsystem entsprechend wahlweise die Zweiphasen- oder die Stébermethode

verwendet.

6.2.3 Atzversuche

Das grundlegende Vorgehen bei der Synthese von Ferrogelen, d.h. Kompositen
aus magnetischen Nanopartikeln und einer Polymermatrix besteht aus einem in
der Regel dreistufigen Verfahren. Zunéchst wird das entsprechende Partikelsys-
tem, in der vorliegenden Arbeit CoFe;Oy4, synthetisiert und stabilisiert. Im An-
schluss werden Partikel mit einer der beiden in den vorherigen Kapiteln beschrie-
benen Syntheserouten mit einer Silikahiille umhiillt. Diese Hiille wird im An-
schluss postsynthetisch mit einer Doppelbindung funktionalisiert, hier Trime-
thoxysilylpropylmethacrylat (TPM), um anschliefsend die grafting to Polymerisa-
tion an der Oberfliche durchzufiihren und somit eine dreischichtige Kompositku-
gel zu erhalten, wie in Abbildung 37 skizziert. Die Polymerketten konnen dabei
zu einem gewahlten Grad mittels eines Quervernetzers, bspw. N, N-Methylen-
bisacrylamid, der wihrend der Synthese hinzugegeben wird, quervernetzt werden.
Da die Herstellung des vollstandigen Komposits sehr aufwendig ist und nur ge-
ringe Gewichtsanteile CoFexO4-NP in einem Gel eingebettet werden kénnen,

wurde auf den dritten Schritt fiir die Atzversuche zunichst verzichtet. Nachdem
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das Verfahren mit reinen Core-Shell Partikeln erfolgreich und reproduzierbar ge-
testet wurde, wurden nachfolgend erste Versuche auf Gelsysteme iibertragen, auf

die in Kapitel 6.3 ndher eingegangen werden soll.

Abbildung 37: Schematische Darstellung einer PNIPAM Mikrogelkugel
mit magnetischem CoFe204 Kern (schwarz), einer Silikahiille (grau) und
quervernetzbaren Polymerketten (hellblau) an der Partikeloberfléche.
Der hydrodynamische Radius ist durch eine gestrichelte Linie stilisiert.
Die Darstellung ist nicht mafstabsgetreu.

Zunichst galt es eine geeignete Methode zu finden, die Silikahiille effektiv zu
entfernen. In der Literatur sind insbesondere Ammoniak und Natronlauge als
Atzagenzien prisent.[122125] Der grundlegende Nachteil an beiden Substanzen ist,
dass sie zwar durchaus in der Lage sind Silikahiillen aufzulosen, aber auf der
anderen Seite direkt eine erneute Kondensation von Partikeln an anderer Stelle
katalysieren konnen. Besonders vielversprechend zeigte sich in der Theorie Essig-

saure, die eine Riickreaktion vollstindig unterdriickt.l'26l Nach einem anfinglichen

Erfolg konnte diese Methode jedoch nicht reproduziert werden. Gegen Ende des

102



Ergebnisse und Diskussion

Projekts wurde weiterhin Ammoniumfluorid als vielversprechendes Agens ent-
deckt, welches als Reaktionsprodukt Siliziumfluorid hat, das stabilste Siliziumsalz
und daher keine Riickreaktion ermoglicht. Ammoniumfluorid wird z.B. benutzt,
um Siliziummasken bei der Lithografie zu entfernen.l'27l Nachteilig wirkt sich aus,
dass Ammoniumfluorid bereits in kleinen Dosen sehr toxisch ist. Grundsétzlich
erfolgreich konnten Silikahiillen sowohl mit Natronlauge als auch mit Ammoni-
umfluorid entfernt werden, wobei erstere Reaktion zwar verldsslich funktioniert,
aber keinen Parameterspielraum zulésst, wiahrend Letztere tendenziell ungeeignet
fiir biokompatible Anwendungen sind. Beide Methoden eignen sich aus techni-
scher Sicht allerdings hervorragend, die Silikahiille nahezu quantitativ zu entfer-
nen. Abbildung 38 zeigt exemplarisch eine Atzung mit 1 M NaOH fiir 24 h bei

Raumtemperatur nach Dialyse gegen Wasser.

a7

Abbildung 38: TEM-Aufnahme von mittels Zweiphasenmethode um-
hiillten CoFe204-NP vor (A) und nach Atzung mit NaOH und anschlie-
Render einwdchiger Dialyse gegen Wasser (B).
Das vorliegende Nanopartikelsystem relaxiert nach dem Brown’schen Relaxa-
tionsmechanismus, d.h. bei konstantem magnetischen Anteil — die CoFeyO4-NP

werden zwar modifiziert jedoch nicht in ihrer Phase verdndert — wird die Relaxa-

tion mit steigendem hydrodynamischen Durchmesser der Kompositpartikel immer
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langsamer. Dementsprechend relaxieren die reinen NP am schnellsten, gefolgt von
den NP@SiO,. Die Kompositpartikel relaxieren sehr langsam, da das Polymergel
stark mit Wasser gequollen ist und der hydrodynamische Durchmesser dement-
sprechend sehr grofs ist. Sollte es gelingen die Silikahiille zu entfernen und die
strukturelle Integritdt der Polymermatrix zu erhalten, sollte die Brown’sche Re-
laxationszeit sich wieder der der reinen NP annihern. Das grundlegende Atzpro-
tokoll wurde daher zunédchst an reinen CoFe20,QSiO2-NP optimiert und im An-

schluss erste Feldversuche mit Gelen durchgefiihrt (Kapitel 6.3.2).

6.2.4 Dichtebestimmung von SiOs via VSM

Wie bereits in Kapitel 6.2.3 angemerkt fiihrten viele der publizierten Ansétze
fiir die Entfernung der Silikahiillen nur bedingt oder gar nicht zum Ziel. Da die
Synthese der Silikaschicht nicht identisch zu den Ansétzen in den jeweiligen Pub-
likationen war, die meist {iber die Stébermethode hergestellt wurden, wurde zu-
nichst davon ausgegangen, dass ggf. der Vernetzungsgrad der einzelnen TEOS-
Einheiten und somit die Dichte der gesamten Hiille bei der Zweiphasenmethode
sich signifikant von den geschilderten Hiillen unterschied. Bei der Kondensations-
reaktion zu Silikananopartikeln bzw. zu einer Silikahiille kann die Interaktion
zweier TEOS-Molekiile entweder iiber eine OH-Wasserstoffbriicke oder unter Ab-
spaltung von Wasser iiber eine kondensierte Si-O-Si-Bindung erfolgen. Letztere
ist stabiler, bildet sich allerdings langsamer aus. Je nach Reaktionsgeschwindig-
keit bildet sich also vermehrt das kinetische Produkt ,,Wasserstoffbriicke” oder das
thermodynamische Produkt ,,Si-O-Si“ aus. Es ist daher zu erwarten, dass sich die
Dichten verschiedener Silikapartikelsynthesen sowohl in Reinform als auch als

Hiillmaterial unterscheiden. Da in den meisten Publikationen, in denen Atzme-
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thoden beschrieben werden, entweder reine Silikapartikel oder Oberflachen aufge-
16st werden, war davon auszugehen, dass sich die Dichten der jeweiligen Materi-
alien signifikant unterscheiden und dementsprechend eine Atzung u.U. nicht oder
nur teilweise wie beschrieben funktioniert. Da die Dichte des Silikamaterials nicht
direkt zu messen ist, wurde eine mathematische Methode entwickelt, die mittels
der Kombination von Daten aus dem TEM und dem VSM ermoglicht, die tat-
sdchliche mittlere Dichte der Silikahiille zu approximieren.

Bekanntlich gilt fiir die Dichte eines Materials der Quotient aus Masse und

Volumen (41):

p=1 (41)
Das Volumen in der Silikahohlkugel ldsst sich iiber Vermessungen aus dem
TEM iiber eine einfache Subtraktion erfassen, es gilt (42):

i ges

(42)

[e]

Die Masse des Silikaanteils kann nicht direkt abgelesen werden, kann aber {iber
das Fehlen der magnetischen Eigenschaften des Silikats aus dem VSM indirekt
bestimmt werden. Hierfiir wird zunéchst eine bekannte Masse reiner Cobaltferrit-
NP vermessen und anschliefsend dieselbe Masse CoFe204@SiO2-NP. Da die Mag-
netisierung eines Materials linear proportional zur Masse des vermessenen Mate-
rials ist, kann iiber die Verringerung der Séattigungsmagnetisierung der Core-Shell-
Partikel der Gewichtsanteil SiOy abgeleitet werden. Hierzu wird die Massenmag-
netisierung des reinen Materials als 100% angenommen und die Massenmagneti-

sierung der Core-Shell-Partikel abgelesen. Die Differenz von 100% gibt dabei den
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Gewichtsanteil des nichtmagnetischen Materials, in diesem Fall SiO2 an. Es gilt

daher fiir die Dichte des nichtmagnetischen Anteils (43):

. ]\/[S,core shell pCoVCo
IOSi - (1 o ]\/[S,Co > VSi (43>

mit der Literaturdichte von Cobaltferrit gc,, dem Quotienten der Sattigungs-
magnetisierungen aus den Magnetisierungskurven, bspw. Abbildung 39, sowie den

Volumina der CoFesO4-NP Vi, und der (Core-)Shell-Hohlkugel Vg;.

60 - CoFe,0O,

1 CoFe,0,@SiO,
40 -

20~ K’—_——

20 J

o

-60 4

Massenmagnetisierung [Am?/kg]

3 2 -1 0 1 2 3
Feldstarke [T

Abbildung 39: Statische Magnetisierungsmessungen von CoFe204-NP
und CoFe204@QSiO2-NP zur Ermittlung der Sattigungsmagnetisierung
bei gleichbleibender Partikelkonzentration. Aus dem Verhéltnis beider
Sattigungsmagnetisierungen kann der Gewichtsanteil magnetischem zu
nichtmagnetischem Material bestimmt werden.

Bei dieser Bestimmungsform ist die Fehlerbehaftung diverser Messgrofen je-
doch besonders zu beachten. Zunéchst liegen keine Informationen iiber die tat-

sdchliche Dichte der CoFeyO4-NP vor, es wird lediglich der typische Literaturwert
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von Cobaltferrit-NP angenommen. Weiterhin werden im VSM nur wenige Milli-
gramm Probe vermessen, der Fehler der Massenmagnetisierung ist daher erwar-
tungsgeméaf grofer als 10%. Jedoch lassen sich in der Tat iiber die geschilderte
Methode realistische Dichtewerte fiir die Silkahiillen im Bereich zwischen 1.3 und
2 gem™ abschétzen. Die Literaturberichte fiir Silikananopartikel nach der Stober-
methode liegen {iblicherweise zwischen 1.5 und 2.5 gecm3.1128] Entgegen des ur-
spriinglichen Postulats konnte keine unterschiedliche Dichte zwischen Stober und
Zweiphasenmethode festgestellt werden. Die exemplarisch errechneten Dichten,
mithin fiinf pro Methode, lagen alle zwischen 1.3 und 2 gem=>. Ein systematischer
Unterschied der Dichte des Silikamaterials konnte nicht festgestellt werden. Eine
Erklarung der nichtvorhandenen Reproduzierbarkeit der meisten Protokolle zur

Silikadtzung liefert die Silikadichte an dieser Stelle allerdings nicht.

6.3 Phase III: Gelsynthese

Wie bereits in Abbildung 37 skizziert ist das hehre Ziel des gesamten Projekts
die Erstellung von Core-Shell-Hybridkompositen, die fiir sich geschlossene Kugeln
bilden. Als Fernziel soll hierbei eine Toolboxr entstehen, in der die magnetische
Phase des Kerns sowie das Matrixmaterial frei gewahlt werden konnen, um mit
dem magnetischen Kern die Hiilleneigenschaften zu steuern. Das Modellsystem
hierfiir besteht zunichst aus Cobaltferrit, welches bereits ab kleinen Kristallitgro-
Ren {iberwiegend nach dem Brown’schen Mechanismus relaxiert, mit einer
PNIPAM-Matrix, um so bereits magnetische und thermoresponsive Eigenschaften
zu vereinen.!'29 Analog zur Beschreibung in Kapitel 6.1.2.2 wird fiir eine gute
Hyperthermiemessung eines vorliegenden Partikelsystems im eigenen Aufbau min-

destens eine Gewichtskonzentration von 1 wt% bendtigt. Da die Synthese dieser
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Core-Shell-Komposite sehr aufwendig ist und hohe Konzentrationen an Cobalt-
ferrit nur schwer und in sehr geringen Volumina zu verwirklichen sind, wurde eine
zweite Form eines Komposits durch Vermischung etabliert, um mit geringerem

Aufwand besser einstellbare Gele zu erzeugen.

6.3.1 Core-Shell Ferrogele

Die im Folgenden als Core-Shell Ferrogele bezeichnete Synthese von Komposi-
tgelen ist die bereits in den vorherigen Kapiteln grob beschriebene Form der Gel-
kugeln, die aus magnetischem Kern, Silikahiille und Polymermatrixhiille bestehen.
Die Synthese dieser Komposite besteht aus einem aufwendigen Stufenprozess. Zu-
néchst miissen die Partikel synthetisiert und stabilisiert werden. Im Anschluss
muss die Silikahiille ebenfalls synthetisiert und stabilisiert werden. Weiterhin
muss die Oberflache der Core-Shell-Partikel mit TPM funktionalisiert werden und
im letzten Schritt muss die Polymerisation durchgefiihrt werden. Um die Stabili-
tat der Partikel zu gewéhrleisten muss nach jedem der vier geschilderten Teil-
schritte iiber etwa eine Woche gegen Wasser dialysiert werden. Eine magnetische
Charakterisierung des Materials kam aufgrund der geringen Ferritkonzentration
nicht in Betracht, da die magnetischen Anteile unterhalb der Messgenauigkeit der
Apparaturen liegen. Eine Vermessung mit dynamischer Lichtstreuung war hinge-
gen problemlos méglich.

Die Partikel zeigen ein reversibles thermoresponsives Verhalten mit einer LCST
von ca. 30 °C (Abbildung 40). Die Polymerhiille kollabiert auf wenige Nanometer
Grofe oberhalb der LCST und quillt zum etwa zehnfachen Durchmesser unterhalb
der LCST auf. Die Gewichtskonzentration der Polymerkugeln ist allerdings noch

sehr gering, sodass eine magnetische Charakterisierung des Materials mit konven-
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tionellen Methoden nicht méoglich ist. Insbesondere Hyperthermie mit einem gro-
ben Bedarf von 1 wt% magnetischen Nanopartikeln ist zurzeit noch nicht reali-
sierbar. Weiterhin miissen die Atzverfahren deutlich milder werden, sodass das

Polymer durch die Atzung nicht zerstort wird.
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Abbildung 40: Temperaturabhéngiger hydrodynamischer Radius von
PNIPAM-Core-Shell Gelkugeln ermittelt mittels Kumulantenfit der
DLS bei 90°. Ein deutlicher Abfall des Partikelradius bei ca. 30 °C ist
zu erkennen und zeigt damit den cloud point des Gelsystems. Die Heiz-
und Kiihlkurve zeigen zudem nahezu keine Hysterese und deuten daher
auf gute Reversibilitdt des Systems hin. Der Anstieg des hydrodynami-
schen Radius bei Temperaturen unterhalb des cloud points riihrt aus
dem temperaturbedingten Quellen der Polymerkugeln her.

Abbildung 41 zeigt eine TEM-Aufnahme des Core-Shell Ferrogels im einge-
trockneten Zustand. Aufgrund der geringen Elektronendichte des Hydrogels ist
die Hiille im TEM nicht erkennbar. Der mittlere Partikeldurchmesser laut TEM
mit ca. 63 nm +7 nm zeigt, dass selbst oberhalb der LCST die Polymerhiille noch
eine hydrodynamische Schichtdicke von nahezu 73 nm aufweist, die unterhalb der

LCST auf die etwa doppelte Grofe aufquillt. Die TEM-Aufnahmen suggerieren
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jedoch, dass eine nicht vernachlédssigbare Anzahl an Clustern aus zwei bis drei
Partikeln vorliegen. Die Daten der DLS zeigen zwar nur einen Abfall und keine
abnorm grofse Standardabweichung der hydrodynamischen Radien auf, dennoch
sollten die Daten mit entsprechender Vorsicht genossen werden, da iiber die ge-

naue Gelbeschaffenheit die Datenlage zu diinn ist.

Abbildung 41: TEM-Aufnahme eines eingetrockneten Core-Shell Ferro-
gels mit silikaumhiilltem (grau) Cobaltferrit-Kern (schwarz). Das Hyd-
rogel ist aufgrund der geringen Elektronendichte des NIPAM nicht
sichtbar.

6.3.2 Vermischungssynthese

Fiir die zweite Synthesevariante werden PNIPAM-Gelkugeln in wéssriger Lo-
sungen synthetisiert und erst nach der Aufreinigung beliebig mit reinen Nanopar-
tikeln vermischt.['30 Der wesentliche Vorteil dieser Methode ist die deutlich ein-
facher einzustellende Partikelkonzentration. Auch die Moglichkeit jederzeit das
Verhéltnis Matrix zu Partikel zu verédndern ermoglicht eine schnelle Variation

verschiedener Komposite. Durch die fehlende Verkniipfung zwischen Gelmatrix
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und Nanopartikel ist auch die Silikahiille obsolet, sodass diese bei Bedarf ebenfalls
weggelassen werden kann. Grob nachteilig wirkt sich allerdings aus, dass die feh-
lende mechanische Verkniipfung beider Anteile die angestrebte Anwendung zu-
mindest teilweise vernachlassigt. Aufgrund der schnellen Herstellbarkeit wurde
dieses Mischsystem als Modell benutzt, um die grundséatzliche Kompatibilitdt und
Eignung des Gel-Partikel-Komposits fiir die Hyperthermie und Atzung zu iiber-

priifen.

AT [K]

2] —— 2.8 wt% CoFe,0, in 2.2 wt% PNIPAM
—— 2.3 wt% CoFe,0, in 2.2 wt% PNIPAM
—— 4 wt% CoFe,0O,

0 100 200 300 400 500 600
Zeit [s]

Abbildung 42: Erwirmungs-Zeit-Kurven von Kompositen aus CoFe2Oy-

NP und PNIPAM Gelkugeln in zwei verschiedenen Partikelkonzentra-

tionen im Vergleich zu einer hoher konzentrierten reinen Probe. Die

farbigen Fliéchen représentieren den Messfehler durch Spulenkonvek-

tion.

Abbildung 42 zeigt den Vergleich von reinen Partikeln gegen verschiedene Par-

tikelkonzentrationen vermischt mit Hydrogelpartikeln. Zunéchst einmal erscheint
es verwunderlich, dass die Partikel im Gel eine deutlich hohere Warmeeffizienz

zeigen. Die Erklarung hierfiir liegt weniger an einer tatsdchlichen Verbesserung

der Effizienz, sondern in der Eigenschaft der Brown’schen Relaxationszeit. Diese
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ist direkt proportional zur Viskositét des Trigermediums. Dies hat zur Folge, dass
sich das Maximum des Imaginérteils der AC-Suszeptibilitdt mit steigender Visko-
sitat zu hoheren Relaxationszeiten und somit niedrigerer Frequenz verschiebt. Die
Anregungsfrequenz der Hyperthermiespule im Rahmen dieses Projekts liegt bei
statischen 10 kHz. Abbildung 43 veranschaulicht die Konsequenz der Verschie-
bung des Anregungsmaximums, d.h. des Maximums des Imaginérteils der Wech-

selfeldsuszeptibilitéat.

Wasser

Gelmatrix

110 kHz

0.0F

Abbildung 43: Verschiebung des Maximums des Imaginérteils der kom-
plexen Wechselfeldsuszeptibilitdt durch steigende Viskositdt des Medi-
ums fiir nach Brown relaxierende Partikel. Die Anregungsfrequenz des
in diesem Projekt verwendeten Spulenaufbaus ist eingezeichnet, um die
steigende Anregungseffizienz durch Viskositdtsmanipulation zu veran-
schaulichen.

Eine der Viskositat entsprechend angepasste Anregungsfrequenz wiirde daher
erwartungsgeméls zu vergleichbaren bzw. identischen Ergebnissen fiihren. Eine

erhohte Hitzeentwicklung im gegebenen Setup ist daher zwar ein ungeplanter,

aber dennoch sehr wiinschenswerter Effekt. So ist bereits bei einer 2 wt% Zugabe
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von Cobaltferrit in einem 2 wt% Gel eine Erhitzung von 12 °C {iber die Raum-
temperatur moglich, bei 3 wt% Partikeln sogar 16 °C. Abbildung 44 zeigt einen
Heiz- und Kiihlzyklus der reinen Gelkugeln in Wasser. Die Phaseniibergangstem-
peratur kann auf ca. 30-31 °C bestimmt werden und liegt damit etwa 8 °C iiber
der Raumtemperatur. Diese Temperatur kann bereits bei 2 wt% Partikeln leicht
innerhalb von einer Minute in der Hyperthermie iiberwunden werden und eignet

sich daher sehr gut, schnell und kontaktlos den Phaseniibergang zu induzieren.
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Abbildung 44: Temperaturabhingiger hydrodynamischer Radius von
PNIPAM Gelkugeln ermittelt mittels Kumulantenfit der DLS bei 90°.
Ein deutlicher Abfall des Partikelradius bei ca. 30 °C ist zu erkennen
und zeigt damit den cloud point des Gelsystems. Die Heiz- und Kiihl-
kurve zeigen zudem nahezu keine Hysterese und deuten daher auf gute
Reversibilitdt des Systems hin. Der Anstieg des hydrodynamischen Ra-
dius bei Temperaturen unterhalb des cloud points rithrt aus dem tem-
peraturbedingten Quellen der Polymerkugeln her.

Wihrend das Atzverfahren fiir beide Gelvarianten denselben Stress auf das Gel
per se ausiibt, kann die Hyperthermie beider Gelsysteme nicht direkt verglichen

werden, sondern lediglich die prinzipielle Eignung des Verfahrens. Insbesondere
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die Beweglichkeit zwischen Core-Shell-Kompositgelen gegen dieselben Partikel
mit gedtzter Silikahiille kann {iber diese Methode nicht verglichen werden, ledig-
lich ob das Gel die Atzprozedur iibersteht. Erste Feldversuche an reinen Gelku-
geln lieflen bereits visuell eine Schidigung des Gels augenscheinlich werden. Durch
den Atzvorgang bildeten sich groke Agglomerate, die auch durch Waschen und
Dialyse des Gels nicht komplett aufgelost werden konnten und die Suspension
dauerhaft triib erscheint. Ein Erhitzen iiber die LCST fiihrte zu einer reversiblen,
starkeren Triibung, sodass zwar die thermoresponsiven FKEigenschaften dem
Grunde nach erhalten blieben, das Gel jedoch stark in Mitleidenschaft gezogen
wurde. Hierzu gilt es zukiinftig die Parameter zu optimieren. Die NaOH-Methode
scheidet daher als Methode zur Geldtzung vermutlich aufgrund der fiir das Gel
extremen experimentellen Parameter aus, da Konzentrationen unter 1 M nicht
ausreichten, Silikahiillen von reinen Partikeln zu entfernen und das Gel durch eine
so hohe Konzentration zu stark geschidigt wird. Ammoniumfluorid greift das Gel
zwar augenscheinlich auch an, jedoch ist die Suspension nach der Dialyse deutlich
klarer im Vergleich zur NaOH-Methode. Zu beachten bleibt allerdings, dass NH4F
hochtoxisch ist und fiir biologische Anwendungen vorab vollstindig aus dem Sys-
tem entfernt werden muss.

Die néchsten Schritte fiir die Vorbereitung von anwendungsbezogenen Tests
der Gelsysteme wiiren zunichst eine Optimierung der Atzung der Silikahiille unter
Beriicksichtigung der Integritéit des Gels. Hierzu bietet sich an, die Konzentration
von NH4F zu reduzieren und im Gegenzug die Temperatur iiber die LCST des
Gels zu bringen und die Reaktionszeit zu erhéhen. Sobald das Gel schiadigungsfrei
die Atzprozedur iibersteht gilt es die dynamisch magnetischen Eigenschaften zwi-

schen Partikeln, im Gel fixierten Partikeln und Partikeln im Gel nach der Atzung
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zu untersuchen. Wenn der Atzprozess erfolgreich Kavitéiten in den Gelkugeln er-
zeugt, sodass sich die Partikel im Wechselfeld frei bewegen konnen, konnte im
néchsten Schritt die Viskositédt des Suspensionsmediums erhoht werden. Sollten
die Partikel tatséchlich innerhalb der Gelkugeln frei beweglich sein, sollte die er-
hohte Viskositéit keinen Einfluss mehr auf die Brown’sche Relaxation ausiiben, da
die Partikel lokal durch das Gel vor dufseren Einfliissen geschiitzt sein sollte. Diese
FEigenschaft wére ein wichtiger Schritt in Richtung applikabler magnetischer Na-
nopartikel in biologischen Systemen, die vom Brown’schen Mechanismus domi-

niert werden.
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7. Experimenteller Teil

Der experimentelle Teil dieser Arbeit ist analog zum Diskussionskapitel in Pha-
sen aufgeteilt, die wiederum die wesentlichen Teilschritte innerhalb der Promotion
widerspiegeln sollen und dementsprechend entkoppelt von der Chronologie der
Experimente zu verstehen sind. In der ersten Phase steht die Synthese der Co-
baltferritnanopartikel im Vordergrund. In der zweiten Phase wird die Synthese
der Silikahiille beschrieben, aufierdem sollen Mdoglichkeiten zur Entfernung der
Hiille beschrieben werden. Phase drei beschreibt die Synthese der Gelmatrix und
die Herstellung der Komposite aus Gel und Partikel. In Phase vier werden die
Praparation sowie die Durchfiihrung fiir mogliche Anwendungen, insbesondere
Toxizitatsessays und Hyperthermie, beschrieben. Zur Abkiirzung wird im Experi-
mentalteil lediglich der Term ,,Wasser* angegeben. Sémtliche Experimente wurden
mit vollentsalztem (18.2 M), Millipore) Wasser durchgefiihrt und die Nennung

Wasser ist dementsprechend zu verstehen.

7.1 Phase I: Nanopartikelsynthese

Fiir eine typische CoFes04-NP Synthese optimiert nach Nappini et al.['12] wur-
den 5.4 g Fe(Ill)Cl3-Hexahydrat (1 M) sowie 2.92 g Co(II)(NO3)2-Hexahydrat
(0.5 M) in 20 mL Wasser aufgelost und mit 400 pL konzentrierter HNO3 versehen.
Parallel wurden 80 mL 1 M NaOH-Losung angesetzt. Beide Losungen wurden zum
Sieden erhitzt und die Salzlésung unter starkem Riihren in die Natronlauge iiber-
fiihrt. Das Gemisch wurde unter Riihren fiir 90 min siedend gehalten. Das Reak-
tionsprodukt wurde magnetisch dekantiert, einmal mit Wasser gewaschen und

anschlieffend in 10 mL 2 M HNOj3 dispergiert und erneut magnetisch dekantiert.
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Die zéhfliissige Nanopartikelmasse wurde erneut zum Sieden erhitzt und mit eben-
falls siedend heifter Salzlosung bestehend aus 1.35 g Fe(III)Cls-Hexahydrat (0.5 M)
sowie 0.73 g Co(II)(NO3)s-Hexahydrat (0.25 M) in 10 mL Wasser vereint und fiir
weitere 30 min unter starkem Riihren weiter siedend gehalten. Das Rohprodukt
wurde solange magnetisch dekantiert und mit Wasser gewaschen, bis sich ein
neutraler pH-Wert des Prézipitats eingestellt hatte; zumeist drei bis vier Wasch-
gange. Dieser Syntheseansatz kann problemlos bis zur flinffachen Salzmenge bei
gleichbleibender Konzentration hochskaliert werden, grofere Ansétze wurden auf-
grund des fehlenden Bedarfs nicht angestrebt.

Cobaltferrit-NP mit kleinerer Partikel Gréfe wurden nach Neveu et al.l34 syn-
thetisiert. Fiir Partikel mit ca. 14 nm Partikeldurchmesser wurden
3 g Co(II)(NOg3)2-Hexahydrat (10 mM) und 7.65 g Eisen(III)(NOs)s-Tetrahydrat
(20 mM) in 35 mL Wasser gelost, fiir 30 min bei Raumtemperatur geriihrt und
16 mL 10 M Natronlauge hinzugegeben. Im Anschluss wurde die Losung fiir 2 h
gesiedet. Der resultierende schwarze Niederschlag wurde drei Mal mit Wasser und
einmal mit 20 mL 2 M HNOj3 gewaschen und anschliefsend in 25 mL Wasser sus-
pendiert. Die Stabilisierung der Partikel erfolgte analog zur Synthese nach Nap-
pini.

Fiir Partikel mit ca. 4 nm Partikeldurchmesser wurden 1.4 g Fe(III)Cls-Hexa-
hydrat (5 mM), 0.56 g Co(II)Cly-Hexahydrat (2.5 mM) sowie 52 mg Natriumtart-
rat (0.22 mM) in 8 mL Wasser gelost und fiir 75 min bei Raumtemperatur geriihrt.
Anschlieffend wurden 4 mL 10 M Natronlauge hinzugegeben und das Gemisch fiir

2 h gesiedet.
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Zur Stabilisierung wurden die neutralen Rohpartikel in 0.25 M wéssriger Tet-
ramethylammoniumhydroxid-Lésung aufgenommen, hierbei wurde eine Zielge-
wichtskonzentration von 10 wt% abgeschiitzt. Die tatsdchliche Gewichtskonzent-
ration fiir die Folgeschritte wurde mittels Gravimetrie bestimmt. Zur finalen Sta-
bilisierung wurden 10 mL Partikel (Gesamt-wt% der 10 mL eingestellt auf 1 wt%)
in 30 mL 100 mM Zitronensdure-Losung dispergiert und fiir 60 min bei Raumtem-
peratur geriihrt. Anschlieffend wurden die Partikel mittels Magneten fixiert, die
Zitronensiure-Losung abgegossen und die Partikel in 30 mL 20 mM Trinatriumci-
trat aufgenommen und fiir 45 min bei Raumtemperatur geriihrt. Die grobe Stabi-
litdt wurde iiber eine Wartezeit von 90 min abgeschétzt. Erschienen die Partikel
stabil, wurde die Losung fiir 7 Tage gegen Wasser dialysiert. Waren die Partikel
augenscheinlich instabil wurde der letzte Schritt bis zur Stabilitdt wiederholt.
Nach der Dialyse wurde das Kolloid iiber Nacht auf einen Magneten gestellt und
der Uberstand am néichsten Tag als Produkt weiterverwendet. Die Gewichtskon-
zentration wurde erneut gravimetrisch bestimmt.

Die Synthese der Himatitspindeln erfolgte frei nach Ozaki et all'3!l. Hierzu
wurden 5.4 g Eisen(III)-chlorid Hexahydrat (0.02 M) in 1 L Wasser dispergiert
und mit 0.11 g Natriumdihydrogenphosphat (0.02 wt% bezogen auf das Fisensalz)
versehen und unter Riickfluss 48 h gesiedet. Die Zugabemenge Natriumdihydro-
genphosphat regelt das entstehende Aspektverhéaltnis. Die verwendeten 0.02 wt%
entsprechen einem Aspektverhéltnis von 3:1. Die Partikel wurden mittels Zentri-
fugation aus der Suspension gedriangt und mehrmals mit Wasser gewaschen. Die
gewaschenen Partikel wurden anschlieffend in wenig Wasser aufgenommen und

gegen Wasser fiir 7 Tage dialysiert.
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Im Folgenden sollen der Vollstandigkeit halber exemplarisch zwei Synthesen
fiir formanisotrope CoFesO4-NP vorgestellt werden. Wie bereits an anderer Stelle
kritisiert entsteht durch nachfolgende Synthesen zwar phasenreines CoFesO, al-
lerdings in isotroper Form.

Fiir die erste Synthese wurden 2 g Eisen(III)-chlorid Hexahydrat (0.15 M) in
50 ml Wasser unter Riihren bei Raumtemperatur gelést und 4 g PVP K30 hinzu-
gefiigt. Nach 10 min wurden langsam 50 mL Ethylenglykol hinzugefiigt. Zuletzt
wurden 2 g Cobalt(II)-sulfat Heptahydrat hinzugefiigt und die Losung auf 85 C
erhitzt und der pH-Wert iiberwacht; der pH-Wert blieb wie geschildert konstant
bei drei. Nach der Reaktion wurde die Probe im TEM untersucht. Auf den Cal-
cinierungsschritt wurde verzichtet, da bereits das Rohprodukt laut Veroffentli-
chung formanisotrop hitte sein miissen.!'32l Die Synthese wurde insgesamt fiinfmal
wiederholt mit konstant falschem Ergebnis.

Fiir die zweite Synthese wurden 1 g Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)
in 35 mL. Wasser aufgelost und 1 g Eisen(IIT)-chlorid Hexahydrat hinzugegeben.
Nach 10 min wurden 0.44 g Cobalt(II)-chlorid Hexahydrat hinzugefiigt und der
pH-Wert mittels Wasserzugabe auf 11 eingestellt. Die Losung wurde in einem
Ultraschallbad fiir 30 min vorbehandelt und anschlieffend im Hydrothermalreak-
tor ohne Riihren fiir 15 h bei 130 °C gehalten. Die abgekiihlte Suspension wurde
anschlieffend magnetisch dekantiert, mit Wasser aufgefiillt und kurz im Ultra-
schallbad behandelt; diese Prozedur wurde zweimal wiederholt. Das Produkt
wurde dann im TEM untersucht und es konnten keine formanisotropen Partikel

gefunden werden.[!33] Auch diese Synthese wurde insgesamt fiinfmal wiederholt.
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7.2 Phase II: Synthese & Atzung von
Cobaltferrit@QSiOs Core-Shell Nanopartikeln

Fiir die Umbhiillung mittels modifizierter Synthese nach Stéber et al.l'29] wurden
50 mg dispergierte Nanopartikel auf 500 mL mit absolutem Ethanol aufgefiillt
und mit 5 mL 25 wt%-iger Ammoniaklosung versehen. Das Gemisch wurde fiir
30 min bei Raumtempratur geriihrt, mit 1.25 mL Tetraethylorthosilicat versetzt
und fiir 20 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Suspension wurde auf ca. 10 %
des Volumens am Rotationsverdampfer eingeengt und fiir 7 Tage gegen Wasser
dialysiert.

Fiir die Zweiphasensynthese nach Zou et al.l'?!l wurden 50 mg dispergierte Na-
nopartikel auf 100 mL mit Wasser aufgefiillt und mit 1 mL wéssriger Hydrazin-
l16sung (35 wt%) und 0.4 mL Tetraethylorthosilicat versehen, auf 90 °C erhitzt
und fiir 90 min unter Riihren bei dieser Temperatur gehalten. Das Volumen wurde
auf ca. 10 % am Rotationsverdampfer eingeengt und die Suspension 7 Tage gegen
Wasser dialysiert.

Fiir die Variation der Schichtdicken wurden verschiedene Verfahren ange-
wandt. Fiir ein Batchverfahren wurde das Zugabevolumen von TEOS erhoht. Dies
fiihrte grundsétzlich zur Ausbildung signifikanter Mengen reiner Silikapartikel ne-
ben der eigentlichen Umbhiillung. Fiir ein Semibatchverfahren wurde daher zusétz-
liches TEOS in Zeitintervallen zwischen 30 und 60 min hinzugegeben und fiir ein
kontinuierliches Verfahren wurde TEOS iiber einen Zeitraum von 120 min fiir die
Zweiphasen- und 5 Stunden fiir die Stobermethode mit einer Peristaltikpumpe
hinzugefiigt. Andere Versuchsparameter wurden nicht modifiziert. Sowohl semi-

batch als auch kontinuierliche Methode konnten in beschranktem Mafle variable
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Hiillschichtdicken fiir die Stobermethode realisieren. Die Zweiphasensynthese
konnte nicht reproduzierbar variiert werden.

Fiir die Atzprozedur mit Natronlauge wurde ein Protokoll nach Wang et al.[134
optimiert. Hierzu wurde eine 1 wt%-ige wassrige Nanopartikelprobe mit Natron-
lauge versehen, sodass die Gesamtkonzentration 1 M NaOH betréigt, dies ent-
spricht 40 mg NaOH pro mL Suspension. Das Gemisch wurde fiir variable Zeiten
bei Raumtemperatur geriihrt. Fiir eine erfolgreiche Atzung wurde eine Zeit von
24 h gewihlt. Die Suspension wurde nach dem Atzvorgang analog zur Stabilisie-
rung (Kapitel 7.1) bis zu neutralem pH-Wert mit Wasser gewaschen und in 20 mm
Citratlosung stabilisiert.

Der Atzvorgang mit Ammoniumfluorid erfolgte frei nach Kato et al.l'27. Hierzu
wurden beliebige Volumina, bevorzugt 1 mL, Nanopartikelsuspension mit NH4F
versehen, sodass die Gesamtkonzentration bei 40 wt% lag. Das Gemisch wurde
fiir mindestens 3 h bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieffend wie zuvor ge-

schildert aufgereinigt.

7.3 Phase III: Synthese und Herstellung von
PNIPAM-Cobaltferrit Kompositen

Fiir die PNIPAM-Hydrogele mit fixierten Partikeln in Form von Mikrogelku-
geln mit magnetischem Kern wurde eine modifizierte Synthese von Karg et al.[129]
verwendet. Hierzu wurden vorliegende iiber die Stobermethode hergestellte
CoFes04@Si09-NP mit wenigen Tropfen Ammoniak in leicht basisches Millieu
gebracht und anhand ihrer Oberfliche mit TPM versehen. Hierzu wurde von einer
maximalen Bedeckung von einem Molekiil TPM pro 4 nm? Partikeloberfliche

ausgegangen; fiir ein Partikel mit 25 nm Durchmesser ergibt sich eine Oberfléache
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von 1963 nm?, d.h. es miissen 491 TPM Molekiile pro Nanopartikel hinzugefiigt
werden. Bei einem CoFesO4-Kern mit 18 nm Durchmesser und 3.5 nm Silika-
schichtdicke ergibt sich eine Partikelmasse von ca. 2.7-10"17 g pro Partikel. Fiir
eine typische Partikelgesamtmasse pro Reaktion von 100 mg ergibt sich daher
eine noétige Zugabe von TPM in Hohe von ca. 1 pL.['29] Die Suspension wurde fiir
1 h zum Sieden gebracht, iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt und im An-
schluss mit Ethanol gewaschen. Die Gelsynthese erfolgte iiber Vorlage von 1.1 g
N-Isopropylacrylamid mit 0.01g N, N“-Methylenbis(acrylamid) in 100 mL Wasser.
Die Vorlage wurde auf 40 °C erhitzt und 100 mg der TPM funktionalisierten Par-
tikel hinzugegeben. Die Reaktionsemulsion wurde dann auf 70 °C erhitzt und fiir
2 h mit Stickstoff gespiilt. Als Initiator wurde 1 mg Kaliumperoxodisulfat hinzu-
gefiigt und die Temperatur fiir 4 h gehalten. In einer Variation der Reaktionsfiih-
rung wurden die Monomere mittels Peristaltikpumpe kontinuierlich hinzugetropft
anstatt in Génze vorgelegt.

Die freien Gelkugeln fiir die Vermischungssynthese wurden iiber eine von
Nack!!30 entwickelte Syntheseroute in Verbindung mit einer Veréffentlichung von
Mears et al.l'35 hergestellt. Hierzu wurden 250 mL Wasser unter Stickstoffat-
mosphére auf 80 °C gebracht und fiir 60 min geriihrt. Eine Losung aus 5 g N-Isop-
ropylacrylamid, 0.5 g Glutaraldehyd und 0.02 g Natriumdodecylsulfat in 5 mL
Wasser wurde hinzugefiigt und fiir weitere 30 min bei 80 °C geriihrt, um eine
homogene Reaktionslosung zu erhalten. Die Reaktion wurde iiber Zugabe von
0.1 g Kaliumperoxodisulfat in 3 mL. Wasser gestartet und unter Stickstoffat-
mosphére fiir 4 h bei 80 °C gehalten. Das abgekiihlte Gemisch wurde fiir 7 Tage
gegen Wasser dialysiert und anschliefsend auf ca. 30 mL eingeengt. Die Grofe der

Gelkugeln konnte iiber Konzentrationsvariation von Natriumdocecylsulfat (je
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mehr SDS, desto grofer die Gelkugelnl'3%), der Quervernetzungsgrad iiber

Glutaraldehyd (je mehr, desto stirker quervernetzt'30l) eingestellt werden.

7.4 Probenpraparation

Im Folgenden sollen die wesentlichen Schritte zur Praparation der Proben fiir
die verwendeten Messverfahren kurz geschildert werden. Grundsétzlich wurden
Konzentrationen iiber Einengung des Volumens an einem Rotationsverdampfer
erhoht und durch Zugabe von Wasser reduziert. Die Gewichtskonzentration der
Proben wurde anhand von einfacher Gravimetrie bestimmt. Hierzu wurden ca.
5 mL Nanopartikell6sung in einem Schilchen eingewogen und im Trockenschrank
getrocknet. Nach vollstdndigem Eintrocknen iiber Nacht wurde die Feststoffmasse
gewogen und durch den Quotienten mit der Fluidmasse die Gewichtskonzentra-
tion bestimmt. Fiir Kalibrationsmessungen wurde statt einer Laborfeinwaage mit
einer Genauigkeit im einstelligen Milligrammbereich die interne Waage eines dy-
namischen Differenzkalorimeters mit einer Genauigkeit im einstelligen
Mikrogrammbereich verwendet. Nach vorheriger Kalibration konnten die gemes-
senen Gewichtskonzentrationen auch iiber Magnetisierungskurven bestéitigt wer-

den.

7.4.1 VSM

Das EZ-9 von MicroSense ermdoglicht eine Vielzahl an Messoptionen. Fiir diese
Arbeit wurden zwei Verfahren davon verwendet. Fiir Feststoffproben wurden ca.
3-5 mg eingetrocknete Nanopartikel in einen zum Gerét gehorigen Acrylglaszylin-

der gefiillt und an der Probenstange mit Teflonband befestigt. Fliissige Proben,
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die ca. 90 % der Messungen ausmachten, wurden in einen verschliebbaren Po-
lyetherimid ,,ULTEM* cup frei von Luftblasen gefiillt; Fassungsvermogen ca.
70 pL. Die notige Konzentration, um ein rauscharmes Messsignal zu bekommen
lag dabei im Bereich von ca. 0.1 wt%. Der cup wurde dann mittels doppelseitigen
Klebebandes an einer Probenstange befestigt und vermessen. Fiir fliissige Proben
wurde nach der Messung der Diamagnetismus des Wassers anhand einer Ver-
gleichsmessung mit reinem Wasser abgezogen. Das grundlegende Messprotokoll
sah eine grobe Vermessung des Partikelsystems von -2.5 T bis 2.5 T vor, um den
Sattigungsbereich grob zu identifizieren. Der Sattigungsbereich, meist im Bereich
von ca. -2.5 T bis -250 mT, wurde in 100 mT Schritten vermessen, der lineare
Bereich in 10 mT Schritten. Jede Messung erfolgte insgesamt von -2.5 T bis 2.5 T

und zuriick.

7.4.2 TEM

Es wurden kommerzielle 200 mesh Kupferraster vor Ort mit iiber PVD herge-
stellten Kohlenstofffilmen belegt und verwendet. Die eigentliche TEM-Prapara-
tion erfolgte nach keinem festen Protokoll, sondern primér nach Augenmafk.
Hierzu wurde die zu vermessende Partikelprobe mit Wasser soweit verdiinnt, dass
nur noch eine sehr blasse Farbung sichtbar war. Ein TEM-Grid wurde dann mit-
tels Pinzette schwebend montiert und mit ein bis zwei Tropfen Partikellosung
versehen und nach ca. 5 min Eintrocknungszeit mittels Filterpapier vorgetrock-
net. Die Vermessung erfolgte meist am Folgetag, damit mdgliche Restfeuchtigkeit
eintrocknen konnte. Uber die Zeit der Promotion wurden zwei Elektronenmikro-
skope verwendet. In den ersten eineinhalb Jahren ein Phillips CM10 mit 100 kV

Beschleunigungsspannung (Aufnahmen zu sehen in z.B. Abbildung 34). Fiir die
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weiteren Messungen wurde ein Tecnai Spirit TWIN der Firma FEI (nun Thermo-
Fisher Scientific) mit ebenfalls 100 kV Beschleunigungsspannung verwendet

(bspw. Abbildung 36).

7.4.3 XRD

Rontgendiffraktometrie wurde grundsétzlich als Pulver-XRD vermessen.
Hierzu wurden ca. 200 nL. hochkonzentrierter Partikellosung auf einem Silizium-
wafer (100 - Einkristall) eingetrocknet und vom hauseigenen XRD-Service an ei-

nem Phillips Xpert Powder XRD vermessen.

7.4.4 DLS

In der DLS wurden ca. 1-2 mL hochverdiinnte Polymer- bzw. Partikelproben
in Quartzglaskiivetten vermessen. Als Lichtstreuapparatur wurde ein
ALV®/CGS-3 Compact Goniometer System mit einem ALV® /LSE-5004 Mul-
tiple Tau Digital Correlator (V.1.7.9.) der Firma ALV in Kombination mit einem
coBOLT™ SAMBA™ (Nd:YAG, 532 nm, 400 mW) Laser. Die Datenerfassung er-
folgte mittels ALV® Digital Correlator Software 3.0. Der Messwinkel wurde auf
90° festgesetzt und pro Messpunkt wurde eine Messzeit von 60 s verwendet. Die
Proben wurden wahlweise mittels JULABO® F25 Thermostaten in einer Wasser-

Ethylenglykol-Mixtur auf 0.1 °C Genauigkeit temperiert.

7.4.5 Toxizitat

Fiir die Zelltests wurden 30000 Jurkatzellen, eine humane T-Lymphozyten Zell-
linie, in einer 96er Mikrotiterplatte ausgesidt und entsprechend der Vorgabe be-
handelt. Nach Inkubationszeit wurden je 50 pL. Zellprobe mit 250 pl frisch pra-

parierter Staininglosung bestehend aus 1 pL AxV, 10 png Hoechst 33342, 66.6 ng
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PI sowie 0.1 pL, DilC1(5) versehen und fiir 30 min bei 4 °C inkubiert. Die Durch-
flusszytometrie wurde mit einem Beckman Gallios™ Zytofluorometer durchgefiihrt

und mittels der Kaluza™ V1.2 Software ausgewertet.

7.4.6 Hyperthermie

Die Hyperthermieanlage wurde wie bereits in Kapitel 5.2.4 geschildert fiir 4 mL
Schraubdeckelgldschen konzipiert. Prinzipiell verfiigt die Anlage iiber keine wei-
teren einschrinkenden Parameter. Ublicherweise wurde 1 mL Probe iiber einen
Zeitraum von 10 min bei 12.2 mT, 18.3 mT oder 24.4 mT vermessen und anschlie-

flend die Anlage fiir mindestens 30 min aufser Betrieb genommen.

747  ACS

Die von der TU Braunschweig gebaute ACS-Anlage ist in ihrem Messvolumen
im Wesentlichen durch den Spuleninnendurchmesser begrenzt. Da die Proben {ib-
licherweise nacheinander im ACS und MPS vermessen werden, wurde die Vermes-
sung auf die kleinere Probenkammer des MPS standardisiert. Hierzu wurden
100 nL Probe in Mikrotitergldschen iiberfithrt und entsprechend frequenzabhén-
gig in zwei unterschiedlichen Aufbauten (10 Hz — 10 kHz & 200 Hz — 1 MHz) bei

100 pT Feldstiarke vermessen. Die Kalibration erfolgte mittels Dy2O3 Pulver.

7.4.8 MPS

Fiir die MPS Messungen wurden dieselben Probengeféifse wie fiir das ACS ver-
wendet. Die Vermessung erfolgte in einem Frequenzbereich zwischen 100 Hz und
25 kHz mit einer variablen Feldstérke von 5 bis 30 mT. Die Apparatur ist weiter-
hin iiber Peltierelemente von -20 °C bis 120 °C temperierbar. Diese Option wurde

fiir dieses Projekt nicht verwendet.
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Gefahrstoffe & KMR-Substanzen

Substanz Piktogramme H-Satze |P-Satze
260, 273, 280,
Ammoniak @ @ 290, 314, 335, | 301+330+331,
400 303+361+353,
305+351+338
Ammoniumeisensulfat kein Gefahrstoff nach GHS
280, 302+ 352,
Ammoniumfluorid 301+311+331 | 304+340,
308+310
EXD | 3
Cetyltrimethylammoniumbro- 302, 315, 318, | 3024352,
mid 335, 373, 410 | 305+351+338,
& o
350i, 360F, 58;17532 280,
Cobalt(IT)-chlorid 302, 317, 334, ’
DS [Hiln s
’ 342+311
@D 722023 gy a1,
Cobalt(II)-nitrat ’ ’ 280, 308+313,
@ 341, 360F, 370+378
410
302, 317, 334, 38;;237;2’ 280,
Cobalt(I)-sulfat 341, 3501, ’
©®® 360F, 410 | 200 340-
’ 342+311
280,
Eisen(II)-chlorid @@ 302, 314 305+351+338,
310
280,
301+312+330,
Eisen(IIT)-chlorid ®<!> 302, 315, 318 | 302352,
305+351+338,
310
. . 302+352,
Eisen(III)-nitrat @ 272, 315, 319 3053514338
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280,
3013124330,
Eisen(III)-sulfat @@ 302, 315, 318 | 3024352,
3053514338,
310
210, 280,
L 301+330+-331,
Essigsaure @@ 226, 314 303361353,
305-+351+338
210, 240,
Ethanol @@ 225, 319 305+351+338,
403+233
Ethylenglykol @@ 302, 373 301+312+330
@@ 301, 330, 314,
317, 334, 335,
Glutaraldehyd 400, 311, -
EUHO071
Glycerin kein Gefahrstoff nach GHS
N-Isopropylacrylamid <!‘> 302, 319 30543514338
S & jman fu
ydrazin (wissrige Losung) 2;8, ilo, 317, 3044340+ 310,
’ 305+351+-338
272, 302, 315, | 220, 261, 280,
Kaliumperoxodisulfat @@ 317, 319, 334, | 3051351 338,
335 3424311
N,N“Methylenbis(acrylamid) <!‘> 302 301+312+330
. 260,
Natriumcarbonat @ 319 30513511338

Natriumdihydrogenphosphat

kein Gefahrstoff nach GHS

Natriumdodecylsulfat

SSD

228,
3024332,
315, 318, 335,
412

210, 261, 280,
30143121330,
30543514331,
310, 3704378
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280,
. . 30143304331,
Natriumhydroxid 290, 314 305351+ 338,
308+310
Natriumsulfit kein Gefahrstoff nach GHS
Natriumtartrat kein Gefahrstoff nach GHS
280,
.. 30143304331,
Phosphorsaure @ 290, 314 3054351+ 338,
308+310
Polyethylenglykol

(>600 g/mol)

kein Gefahrstoff nach GHS

Polyvinylpyrrolidon kein Gefahrstoff nach GHS

. 272, 290, 314, | 221, 280,
Salpetersiure @ 330, EUHO71 |301+330+331

260, 280,
) 303+361+353,
Salzsiiure @@ 200, 314,335 |30 ot
3053514338

273, 280,
@ 3004310,  |301+3304331,

Tetramethylammoniumhydroxid 314, 370, 372, | 3024352,
@ 411 3054-351+338,

3084310
210, 261, 280,

Tetracthylorthosilicat @@ g;i 332319 1 304340,
3053514338

Trimethoxysilylpropylmethac-
rylat

kein Gefahrstoff nach GHS

Trinatriumecitrat kein Gefahrstoff nach GHS
280,
Zitronensaure @ 319 305+351+338,
337+313

Die Gefahrstoffdaten wurden aus der GESTIS-Stoffdatenbank des Instituts fiir

Arbeitsschutz der Deutschen Gesetzlichen Unfallversicherung entnommen. /36!
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Gefahrstoffe & KMR-Substanzen

Im Folgenden sind Substanzen, die iiber eine KMR Einstufung der Kategorie

1A oder 1B verfiigen, erneut unter Nennung der etwa eingesetzten Menge aufge-

listet.
) Anzahl der Ex- | Kumulative
Substanz Kategorie .
perimente Menge

Cobalt(II)-chlorid 1B(K), 1B(R) 25 30g
Cobalt(IT)-nitrat 1B(K), 1B(R) 75 100 g
Cobalt(IT)-sulfat 1B(K), 1B(R) 5 25¢g
Hydrazin 1B(K), 1B(R) 50 50 mL
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