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Kurzfassung

Monodisperse spharische Eisenoxid-Nanopartikel (13 — 25 nm) und Gold@Eisenoxid-
Nanoheterodimere mit geringer GroRenverteilung (~3nm@18 nm) wurden aus
Zersetzungsreaktionen metallorganischer Vorstufen in hochsiedenden organischen
Losungsmitteln dargestellt. MoRRbaueruntersuchungen und magnetische Untersuchungen
ergaben, dass die superparamagnetischen Partikel aus einer Mischphase von y-Fe,O3; und
FesO4 bestanden. Darlber hinaus wurde die Wirkung von Kupferadditiven auf die
Formgebung von Eisenoxid-Nanopartikeln untersucht. In Kooperation mit der
Bundesanstalt fur Materialforschung wurde die asymmetrische Fluss-Feld-Fluss-
Fraktionierung anhand der Gold@Eisenoxid-Nanoheterodimere als mdgliche
Trennmethode fiir Nanopartikel getestet.

Die hydrophoben Eisenoxid-Nanopartikel wurden durch den Austausch der
Olsaureliganden mit dem Kettenpolymer Poly(pentafluorophenyl)acrylat wasserlslich
gemacht, welches 3-Hydroxytyramin, Fluoreszenzfarbstoffe, bis-amino-funktionalisierten
Polyethylenglycole und synthetische, einzelstrangige, immunstimulierende CpG-
Oligonukleotide trug. Unter Einsatz von zeitaufgeltster Impedanzspektroskopie wurde
beobachtet, dass die so funktionalisierten Eisenoxid-Nanopartikel effizient den lysosomal-
vorkommende Toll-Like Rezeptor (TLR-9) in A549-Lungenkarzinomzellen anregten. In
Folge dessen besalRen die Krebszellen eine gesteigerte Mikromotilitat.

Die Eisenoxid-Nanopartikeln und die Gold@Eisenoxid-Nanoheterodimere wurden mit
einer wasserldslichen Silica-Schale (2 -5 nm) ausgestattet, welche durch eine reverse
Mikroemulsion auf die Eisenoxid-Nanopartikel bzw. -Doméne aufgebracht wurde.
Zusatzlich waren in dieser Fluoreszenzfarbstoffe eingelagert und auf der Oberflache freie
Aminogrupppen als mogliche Ankergruppen fir Biomolekiile angebracht worden. Die so
funktionalisierten Partikel zeigten nach Inkubation in vitro mit menschlichen
Endothelzellen keine signifikante Toxizitat. Bei den Gold@Eisenoxid-Nanopartikeln trat
zusétzlich ein den oxidativen Stress vermindernder Effekt auf.

Neuartige FePt@MnO-Nanoheteropartikel mit geringer GroRenverteilung sowie
kontrollierbarer GrofRe und Morphologie der einzelnen Doménen wurden (ber eine
keimvermittelte Synthese dargestellt. Indem Syntheseparameter wie beispielsweise die
Elektronendichte des Losungsmittels variiert wurden, konnten verschiedene Partikelarten
wie Dimere oder auch Heteromultimeren erhalten werden. Hochauflosender
Transmissionselektronenmikroskopie zeigte, dass die MnO-Domadne bevorzugt auf der
(111)-Oberflache der fcc-FePt-Nanopartikel wuchs. Dabei trat eine zweidimensionale
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Defektstruktur mit zusétzlicher Gitterebene im FePt alle 8 bis 9 Reihen auf, um die
Periodizitdt des MnO-Gitters aufrecht zu erhalten. Ferner koppelten bei tiefen
Temperaturen die Oberflachenspins der antiferromagnetischen MnO-Doméne mit den
magnetischen Momenten der ferromagnetischen FePt-Nanopartikel und erzeugten dabei
einen Exchange Bias-Effekt in der Hysterese. Um die magnetischen Eigenschaften zu
verbessern, wurden erste  Versuche zur thermischen  Umwandlung  der
superparamagnetischen (fcc) Al-Phase in die stark ferromagnetische (fct) L1o-Phase der
FePt-Domane durchgefihrt. In Kooperation mit dem Forschungszentrum Julich wurden die
fur FePt@MnO-Nanoheterodimere mittels Rontgenkleinwinkelstreuung und anormaler
Rontgenkleinwinkelstreuung untersucht und ein Formfaktormodell aufgestellt. Zudem
zeigten Messungen mit Rontgenkleinwinkelstreuung unter streifendem Einfall, dass durch
Anlegen eines Magnetfeldes erste geordnete Strukturen der Nanodimere erhalten werden
konnten.

Abstract

Monodisperse spherical iron oxide nanoparticles (13 —25nm) and gold@iron oxide
nano-heteroparticles with a low size distribution have been synthesized via thermal
decomposition reactions of organometallic compounds in high boiling solvents. Mdssbauer
spectroscopy and magnetic investigations revealed in these particles superparamagnetism
and a mixed phase of y-Fe,O3; and Fe;O,. Furthermore, the effect of copper compounds in
shaping iron oxide nanoparticles has been studied. In cooperation with the Federal Institute
for Materials Research and Testing the asymmetrical flow field-flow fractionation was
examined as a separation method for nanoparticles based on gold@iron oxide nano-
heteroparticles.

The hydrophobic iron oxide nanoparticles became hydrophilic by ligand exchange with
a polymeric backbone (poly(pentafluorophenyl)acrylate, whose pentafluorophenyl groups
were successively exchanged with dopamine, a fluorescent dye and bis-amino-
functionalized polyethylene glycol and synthetic single-stranded immunostimulatory CpG-
oligodeoxynucleotides. Efficient stimulation of the endogenous TLR-9 in A549 lung
epithelial through administration of the functionalized nanoparticles resulting in enhanced
micromotility of the cancer cells were revealed by time resolved impedance spectroscopy.

Iron oxide nanoparticles and gold@iron oxide nano-heteroparticles were encapsulated
within a water-soluble silica shell (2—-5 nm), which grew via reverse microemulsion-
mediated synthesis on the iron oxide particles and domain, respectively. Additionally, the
shell contained fluorescent dyes and had surface amino groups available for further
conjugation of biomolecules. After incubation in human endothelial cells these particles
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showed no significant toxicity. Furthermore, the gold@iron oxide nano-heteroparticles
Janus particles reduced the level of reactive oxygen species.

Novel FePt@MnO nano-heteroparticles with a low size distribution, different sizes and
morphologies of the individual domains were prepared by a seed-mediated synthesis.
Different kinds of particles like dimers or hetermultimers could be obtained by adjustment
of the synthetic parameters e. g. changing the polarity of the solvent. High resolution
transmission electron microscopy revealed, that the MnO domains preferentially grow on
the (111) surfaces of the fcc-FePt seeds. The formation of a two-dimensional defect
structure with an extra atomic layer appeared in FePt every 8-9 layers to keep up the
periodicity of the MnO lattice. Moreover, the surface spins of the antiferromagnetic MnO
domains pined the magnetic moments of the ferromagnetic FePt nanoparticles leading to
an exchanged biased magnetic hysteresis. Initial experiments had been conducted to
enhance the magnetic properties by thermal phase transition from the superparamagnetic
(fcc) Al phase to the strong ferromagnetic fct) L1, phase of the FePt domain. In
cooperation with the Jilich Research Centre nano-heteroparticles a form factor models for
the FePt@MnO nano-heteroparticles could be determined utilizing small angle x-ray
scattering and anomalous small angle x-ray scattering. In addition, displayed by grazing
incidence small angle x-ray scattering the particles could be arranged by applying a
magnetic field.

VIl
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1 Motivation: Willkommen im Reich der Zwerge

1  Motivation: Willkommen im Reich der Zwerge

,Nano* bedeutet im Griechischen Zwerg und beschreibt Materialien oder Strukturen,
die im Bereich von 1 bis 100 milliardstel Metern liegen. Richard P. Feynman” hielt im
Dezember 1959 am California Institute of Technology seine berihmte Rede ,,There's
Plenty of Room at the Bottom* (frei Ubersetzt: ,,Ganz unten ist eine Menge Platz**). Darin
philosophierte er Uber die Manipulation von Materie auf atomarer Ebene und welche
Maoglichkeiten sich dadurch bieten, wodurch Feynman das Tor zum Reich der Zwerge weit
aufstiel3.

Im Einklang mit der Entwicklung der Elektronenmikroskopie sind groRe Fortschritte
auf dem Gebiet der Nanopartikelsynthese gemacht worden. Obwohl viel geforscht wird, ist
immer noch verhdltnismélig wenig generelles Verstdndnis fir die komplexe Physik
vorhanden, die hinter der gezielten, formkontrollierten Synthese anorganischer
Nanopartikeln steht (siehe Kapitel 2.1). Dies liegt daran, dass die Reaktionspfade der
Vorstufen, die zu den wohldefinierten Nanokristallen fiihren, auf atomarer Ebene noch
nicht ausreichend beschrieben werden konnen. ,,Sicher ist es keine Ubertreibung, wenn
man die chemische Synthese von Metallnanokristallen beim derzeitigen Stand der
Entwicklung mehr als eine Kunst denn eine Wissenschaft beschreibt.«! ?

Die besonderen Eigenschaften dieser Zwerge, die sie gegenlber den Winzlingen
(Atome) und den Riesen (makroskopischen Festkorper) abgrenzen und so interessant
machen, lassen sich qualitativ in drei Gruppen unterteilen.®* * Da sind zum einen die
oberflachenabhéngigen Partikeleigenschaften wie die hohe chemische Reaktivitat, die fir
Katalysatoren von groRBer Relevanz ist, oder der sogenannte Lotus-Effekt, mit dem
schmutzabweisende Oberflachen gemeint sind. Uberdies filhren die im Vergleich zu den
Volumenatomen verringerten Bindungskrafte der Oberflachenatome zu einer Abnahme der
Schmelztemperatur. Grundsatzlich sind all diese Eigenschaften auch im makroskopischen
Festkorper vorhanden, kommen aber erst durch das groRe Oberflache-Volumen-Verhéltnis
zur Geltung.

Der Ubergang vom Atom bzw. Molekil zum Atomverbund &ndert gleichzeitig die
elektronische Struktur von definierten Energieniveaus hin zu dispersen Bandern
makrokristalliner Stoffe. Im Rahmen dessen bilden Nanopartikel Atomverbunde mit noch
definierten Niveaus und ihre Eigenschaften zeigen gréfRenabhdngige Quanteneffekte.
Bekannte Effekte hierfur sind die groRenabhéngige Farbe und Lumineszenz von

“ Richard Phillips Feynman (1918-1988) war ein amerikanischer Physiker und erhielt 1965 den Nobelpreis
fur seine Arbeit zur Quantenelektrodynamik.
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Halbleiterquantenpunkten® und die Verschiebung der Oberflachenplasmonenresonanz von
Gold-Nanopartikeln (siehe Kapitel 2.4).

Die dritte Gruppe stellen die groenabhangigen Partikeleigenschaften dar, welche
unmittelbar zu den geringen Dimensionen in Relation stehen. Unter anderem finden sich
hier Interferenzeffekte, wie Bragg-Stapel und photonische Kristalle, aber auch der
Superparamagnetismus (siehe Kapitel 2.3), bei dem anstelle eines Multidoménen-Systems
ein superparamagnetisches Eindomanen-Teilchen mit einem hohen magnetischen Moment
auftritt.

Magnetische Nanopartikel sind in den Fokus der Forschung geruckt, da sie ein breites
Spektrum an potentiellen Anwendungen versprechen.® ” Neben Anwendungen als
magnetische  Flussigkeiten,> ° in der Datenspeicherung™, opto-/elektronischen
Anwendungen oder als magnetisch abtrennbare Nanokatalysatoren'™ ** werden auch
Einsatzgebiete in der Biomedizin/-technologie erforscht. Hier sind zentrale Themen die
Hyperthermie, Bildgebung durch Kernresonanz, gezielte Abgabe von Wirkstoffen (drug
delivery), Biosensorik, magnetische Separation von Biomolekilen oder theranostische
Methoden, welche eine gleichzeitige Kombination aus therapeutischen Eingriffen mit

diagnostischen Systemen erlauben.™*

Fiir medizinische Zwecke bieten sich vor allem nanoskalige Eisenoxide an (siehe
Kapitel 2.5), da ihre geringe Toxizitat und ihr hohes magnetisches Moment kombiniert mit
einer  maligenschneiderten,  biokompatiblen  Oberflachenfunktionalisierung  aus
bioabbaubaren Polymeren und/oder Silica-Schale ein effizientes und vielseitiges System
bilden (siehe Kapitel 4 und 8). In Kooperation mit der Gruppe Janshoff, Universitat
Gottingen, welche die zellbiologischen Untersuchungen durchgefiihrt hat, konnten wir
zeigen, dass Eisenoxid-Nanopartikel funktionalisiert mit einem biokompatiblen Polymer,
an das Fluoreszenzfarbstoffe und immunstimulierenden CpG-Oligonukleotiden
angebunden waren, effektiv den TLR-9 induzierten Signalweg in A549-
Lungenepithelzellen stimulieren (siehe Kapitel 4).

Auf der Suche nach neuen oder verbesserten Eigenschaften bei denen chemische
Zusammensetzung, Kristallinitat und die Grof3e bzw. GroRenverteilung aber auch die Form
(siehe Kapitel 4) und letztendlich die Oberflachenstruktur/-funktionalisierung als
Parameter Einfluss 0ben, sind in den letzten Jahren immer komplexere Strukturen
entstanden. Im Zuge dessen hat sich mit den kolloidalen Hybrid-Nanostrukturen eine neue
Gruppe an Funktionsmaterialien aufgetan. Bei diesen werden verschiedene Materialien
miteinander kombiniert, um das System mit den Eigenschaften der Einzelkomponenten zu
versehen.'®



1 Motivation: Willkommen im Reich der Zwerge

Als Beispiel kdnnen durch das Aufwachsen einer Eisenoxid-Doméne auf Gold-
Nanopartikel die optischen Eigenschaften mit den magnetischen des Eisenoxids verbunden
werden (siehe Kapitel 5). Mit einer weiteren komplexen Biofunktionalisierung ergibt sich
ein groRer Spielraum der Gold@Eisenoxid-Heterodimernanopartikel fiir den Einsatz in der
Nanomedizin, wie in Zusammenarbeit mit der Universitatsklinik Jena gezeigt werden
konnte. Die Dimere erwiesen sich als nicht toxisch und verringerten sogar im Vergleich zu
Eisenoxid-Nanopartikeln das Level freier Radikale in Endothelzellen (siehe Kapitel 9)

Solche immer komplexer werdenden Synthesen verlangen auch nach neuen
Aufreinigungsmethoden, so dass in Zusammenarbeit mit der Bundesanstalt fur
Materialforschung und -prifung (BAM) die Asymmetrische Fluss—Feld-Fluss-
Fraktionierung (AF-FFF) als Trennmethode flr Heterodimere getestet wurde (siehe
Kapitel 6).

In den kolloidalen Hybrid-Nanostrukturen kann es jedoch auch durch synergetische
Effekte zu verbesserten Eigenschaften oder gar zu neuen Eigenschaften des Systems
kommen. Besonders magnetische Eigenschaften hédngen stark von Wechselwirkungen an
Grenzschichten ab. Neuartige, eigens hergestellte Eisenplatin@Mangan(l1)-oxid-
Heterodimernanopartikel mit kontrollierbaren Domanengrolien zeigten
doménengrolRenabhéngig verschiedene magnetische Eigenschaften, unter anderem einen
Exchange Bias-Effekt in der Hysterese (siehe Kapitel 10). FePt@MnO-Nanoheterodimere
mit einer stark ferromagnetischen FePt-Komponente sind vielversprechende Materialien
fur ultrastarke Exchange-spring Magnete’® und bieten damit groRes Potenzial fiir einen
Einsatz in der Datenspeicherung (siehe Kapitel 11).

Viele Zwerge ergeben einen Riesen, der in der Wissenschaft als Mesokristall
bezeichnet wird. Mesokristalle, welche durch kontrollierte Selbstorganisation der
Nanokristalle entstehen, sind geordnete 3D-Uberstrukturen aus ausgerichteten
Nanokristallen, die eine neue Verbindungsklasse von Festkdrpern mit einzigartigen
strukturellen Merkmalen bilden. Diese Merkmale versprechen innovative Materialien fiir
viele Anwendungen.’*? Kleinere, geordnete Strukturen aus Nanopartikeln werden
Superlattices (dt. Ubergitter) genannt.** Magnetische Nanopartikel wie FePt@MnO-
Heterodimernanopartikel bieten durch ihre feldabhéngigen Eigenschaften zusétzliche
Parameter zur kontrollierten Selbstorganisation (engl. self-assembly) und Darstellung
solcher Strukturen (siehe Kapitel 12).%>2°
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2 Grundlagen

2  Grundlagen

2.1 Synthese und Oberflachenfunktionalisierung von
Nanopartikeln

2.1.1 Synthese von Nanopartikeln

Prinzipiell wird unterschieden zwischen physikalischen und chemischen Methoden zur
Darstellung von Materialien im Nanometerbereich. Die physikalischen Techniken folgen
dem ,,Top-down“-Prinzip. Hier wird von makrokristallinem Material ausgegangen und
dieses durch verschiedene Verfahren so zerkleinert, bis es in dem genannten
GroRenbereich liegt. Als ein einfaches Beispiel sei das Zermahlen von makroskopischem
Material in einer Kugelmihle genannt. Der Vorzug dieser Ansétze liegt darin, dass in der
Regel leicht groRe Mengen an Nanokristallen erhalten werden kénnen. Ein Schwachpunkt
ist die breite GroRenverteilung der Proben. Ganz kontrdar verhélt es sich bei den
chemischen Syntheseverfa hren, die auf dem ,,Bottom-up*“-Prinzip beruhen. Diese gehen
von Atomen aus und bilden in ldsungsbasierten, kolloidchemischen Verfahren
Nanokristalle. Wenn auch hierbei die Ausbeuten gering sind, lassen sich so Nanopartikel
mit sehr geringer GroRenverteilung, sehr guter Formkontrolle und zumeist hoher
Kristallinitat darstellen. Da insbesondere GroRe und Form im Nanometermalistab die
Eigenschaften bestimmen, ist das der einzige Zugang zu Nanomaterialen mit exakt
definierten Eigenschaften.

Hé&ufig eingeschlagene chemische Synthesewege fur die Darstellung von Nanopartikeln
sind Mitfallung, Hydrothermalsynthesen, mizellare Synthesen, thermische Zersetzung und
Reduktion von metallorganischen Vorstufen. Alle haben gemeinsam, dass eine strikte
Trennung von Keimbildung und Wachstum flr einheitliche Proben unabdingbar ist und
durch das Modell von LaMer beschrieben werden kénnen (s. Kapitel 2.1.3).

Bei der thermischen Zersetzung werden metallorganische Verbindungen in
hochsiedenden Losungsmitteln entweder vorgelegt (Aufheizmethode, heating up method)
oder per HeiRinjektion (hot injection) zugegeben (sieche Abb.2-1 u.14-1).>"%* Die
HeiRinjektion wurde erstmals von Bawendi und Mitarbeitern zur Darstellung von
Cadmiumchalkogenid-Nanokristallen eingesetzt.*® Dabei werden haufig zusitzlich
Oxidationsmittel, wie Trimethylamin-N-oxid'® 3 oder Luft*), bzw. Reduktionsmittel
verwendet. Als Reduktionsmittel dienen meist Alkandiole, die entweder als Lésungsmittel
eingesetzt oder extra beigemengt werden, wie zum Beispiel PEG oder 1,2-Hexadecandiol.
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Diese Technik wurde von Fiévet und Mitarbeiter unter dem Begriff Polyolprozess
eingefiihrt.** Damit die Partikel nicht aggregieren und stabile kolloidale Lésungen bilden,
finden dartiber hinaus Oberflachenliganden (engl. capping agents, surfactants, stabilizers)
Verwendung, wie Olséure, Oleylamin, TOPO oder CTAB.

1
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Abb. 2-1. Versuchsaufbau thermische Zersetzung von metallorganischen Vorstufen.

Eine Herausforderung besteht darin, dass diese Synthesetechnik gegeniber nahezu
jedem  Reaktionsparameter ~ empfindlich  sein  kann,  wie  beispielsweise
Reaktionstemperatur, ~ Reaktionszeit® und  Heizrate®®. Die bendtigte  hohe
Reaktionstemperatur wird oft Gber die Ruckflusstemperatur des verwendeten
Losungsmittels eingestellt (siehe Tab. 2-1). Es kann aber auch selbst ein wichtiger
Bestandteil der Reaktion sein, wenn es zum Beispiel als Reduktionsmittel,* formgebendes
Element®’ oder im Falle von Nanostrukturen mit mehreren Komponenten fordernd fiir die
heterogene Nukleation wirkt (siehe Kapitel 2.1.2).

Tab. 2-1. Losungsmittel und deren Siedepunkte fur die thermische Zersetzung metallorganischer
Vorstufen.

Lésungsmittel Siedepunkt /°C
Diethylenglycol 244
1-Tetradecen 251
Diphenylether 258
1-Hexadecen 285
n-Hexadecan 287
Dioctylether 287
Dibenzylether 298
1-Octadecen 315
Squalan ~350
Trioctylamin 367
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Wesentliche Faktoren sind die Art und das Verhaltnis der Liganden.*®*! In der Regel
fihrt eine erhdhte Ligandenkonzentration zu groReren Partikeln, da die Nukleationsrate
durch die starke Komplexierung der Vorstufen herabgesengt wird (siehe Abb. 2-2).*% *3
Ferner kann ein Einfluss auf die Form der Partikel erfolgen (siehe Kapitel 4). Die Liganden
oder zusatzliche Additive*® konnen entweder kinetisch wirken und (selektiv) das
Wachstum an den bestimmten Kristallflaichen blockieren oder thermodynamisch, d.h. die
Oberflachenenergie senken. Die komplexe und vielseitige Rolle von Liganden ist
beispielsweise anhand von Oleylamin als oberflachenaktives Molekul, Lésungsmittel und
Reduktionsmittel in der Literatur diskutiert worden.*

Nukleation_ o ® Wachstum ® ..

schnell o:: ® ®
Zersetzung o0
metallorganischer -
Vorstufen

langsam ° .

> —_—
> o®
Abb. 2-2. Abhangigkeit der PartikelgroRe von der Nukleationrate (nach “°).

Die Vorbehandlung des Prakursors,*’ selbst der Einfluss von Spuren von Wasser*® oder
Gasblassen®, wurde untersucht. Smith et al. erhielten bei der Synthese von Gold-
Nanopartikeln unter Einsatz von CTAB je nach Bezugsquelle Nanostdbchen oder
Nanokugeln,®® was darauf hindeutet, dass selbst geringe Verunreinigungen einen groRen
Einfluss ausuben konnen.

2.1.2 Kolloidale Nanoheterostrukturen

Durch das Zusammenfiihren unterschiedlicher Materialien mit einzigartigen
chemischen und physikalischen Eigenschaften entstehen Systeme, die nicht nur beide
Eigenschaften miteinander vereinen, sondern teilweise auch gesteigerte bis neuartige
Eigenschaften mitbringen.” °* Dariiber hinaus erlauben die Komponenten mit ihren
unterschiedlichen  chemischen  Eigenschaften eine  voneinander  unabhangige
Funktionalisierung. Als Beispiel seien die in unserer Gruppe entwickelten Au@MnO-
Nanoblumen zur selektiven dualen Funktionalisierung und Bildgebung genannt.>* >



Magnetische Nanopartikel fir medizinische und weitere Anwendungen

= » % “’é’ ‘e

v :
@® Katechol-Anker ‘
@ Thiol-Anker g ’ ‘
oo peG b

;:(»* Farbstoffe r ?

P> Aminogruppen

A~ ODN % “

I
100 nm

Abb. 2-3. a) Schematische lllustration der separaten Funktionalisierung der Au@MnO
“Nanoblumen” mit einem multifunktionellen Polymerliganden bestehend aus Katechol-
Ankergruppen und farbstoffmodifizierten (NBD) PEG(800) Seitenketten. Der Au-Kern ist mit einem
Texas Red® markierten thiolhaltigem Oligonukleotid funktionalisiert; b) u. ¢) TEM-Aufnahmen von
Polymer umhdiliten Au@MnO-Nanoblumen (a und b aus *%).

Wahrend zahlreiche Materialien auf verschiedenen Wegen miteinander verbunden
werden konnten, wird in der chemischen Synthese Uberwiegend ein Keim-vermittelter
Ansatz gefahren, bei dem eine Komponente nachfolgend auf der anderen wachst. Entweder
wird die erste Komponente in situ erzeugt (Einstufensynthese) oder sie wird vorgelegt
(Zweistufensynthese). Je nach Reaktionsbedingungen und je nach Materialeigenschaften,
wie beispielsweise der Gitterubereinstimmung und der Oberflachenenergie, kdnnen diese
Reaktionsansatze von Heterodimeren iber Heteromultimeren (Blumen, siehe oben) bis hin
zu Kern-Schale-Partikeln ergeben (siehe Abb.2-4)>> *® Durch ein selektives und
wiederholtes Wachstum konnte Buck et al. sogar Heterotetramere aus vier verschiedenen
Materialien synthetisieren.®’

Eine geringe Gitterfehlanpassung der Materialien oder, anders ausgedriickt, ein
ahnlicher Abstand zwischen gleichen oder parallelen Gitterebenen ist eine wesentliche
Voraussetzung fiir das epitaxiale Wachstum.?® Wahrend der Synthese muss zudem die
homogene Nukleation der zweiten Komponente unterdriickt werden, da sonst separierte
Partikel entstehen. Dementsprechend darf der Schwellenwert der kritischen
Ubersattigungskonzentration der Vorstufe fiir die homogene Nukleation nicht tiberschritten
werden (siehe Kapitel 2.1.4). Das gelingt durch Anpassen des Keim-zu-Prakursor-
Verhéltnisses bzw. der eingesetzten Prakursormenge und des Heizprofiles der Reaktion, da
mit zunehmender Temperatur zum einen die Konzentration an Vorstufe wachst und zum
anderen die homogene Nukleation wahrscheinlicher wird.
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Abb. 2-4. Mdgliche Reaktionspfade in der Keim vermittelten Synthese von kolloidalen
Nanoheterostrukturen (nach *9).

Ein weiterer Parameter ist das Losungsmittel und dessen Fahigkeit, Elektronendichte
zu liefern, was anhand von Gold@Eisenoxid-Nanopartikeln durch Sun und Mitarbeiter
ausfihrlich erortert wurde.®*®® Durch die Kristallisation von Eisenoxid auf den Gold-
Nanopartikeln entsteht ein Elektronendefizit, was eine Nukleation an anderer Stelle des
Partikels inhibiert. Losungsmittel mit Doppelbindungen und insbesondere mit
aromatischen Gruppen, wie beispielsweise Phenylether, kénnen dieses Defizit ausgleichen
und so weitere Kristallisationspunkte auf dem Partikel initiieren (siehe Tab. 2-1). Anstelle
von Heterodimeren entstehen nun Heteromultimere. Wenn dariiber hinaus ein
Zusammenwachsen der Eisenoxid-Domanen forciert wird, bilden sich Kern-Schale-
Partikel aus, wie in Abbildung 2-4 dargestellt.

Die oft asymmetrische Struktur und/oder die Mdoglichkeit der asymmetrischen
Funktionalisierung bieten ideale VVoraussetzungen, um kolloidale Nanoheterostrukturen als
Janus-Partikel einzusetzen. Janus-Partikel, die nach dem romischen Gott Janus mit den
zwei  Gesichtern benannt sind, besitzen Oberflaichen mit mindestens zwei
verschiedenartigen physikalischen Eigenschaften. Ursprunglich wurde der Begriff Ende
der 80er Jahre des letzten Jahrhunderts fur spharische Glaspartikel eingefuhrt, bei denen
eine Hemisphare hydrophil und die andere hydrophob prapariert wurden.®*® Die duale
Natur der Partikel fihrt zu einzigartigen selbstorganisierenden Strukturen und
Grenzflacheneffekten.®’
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2.1.3 Oberflachenfunktionalisierung von Nanopartikeln

Eine  Oberflachenfunktionalisierung der  Nanopartikel ~ fir  biomedizinische
Anwendungen ist wegen der sonst nicht vorhandenen Wasserloslichkeit unabdingbar.
Zusétzlich kann sie fiir eine erhodhte Stabilitdit und eine verringerte Toxizitat der
Nanopartikel sorgen. Daruber hinaus kdnnen die Nanopartikel mit maRgeschneiderten
Eigenschaften versehen werden, so dass ein gezielter Transport zum Wirkort und/oder eine
spezifische Wirkung erreicht werden kann. Neben der Anbindung von Liganden® ® oder
biologisch abbaubaren Polymeren ' haben sich Silica-Beschichtungen’ als sehr effektiv
erwiesen, da diese eine exzellente Biokompatibilitdt aufgrund ihrer nichttoxischen und
hydrophilen Oberflache gepaart mit einer guten Stabilitat vereinen. Studien haben gezeigt,
dass die Freisetzung von Metallionen aus den Nanopartikeln zu toxischen Effekten fiihren
kann.™ So kann durch Eisenoxid-Nanopartikel anhand der Fenton-Reaktion

Fe®* + H,0, > Fe** + OH +OH'

oxidativer Stress verursacht werden.”® Silica-Schalen kénnen die Rate der Freisetzung
senken und so den Dosis-Effekt verringern.”

Fur die Beschichtung mit SiO, haben sich zwei Methoden etabliert. Die erste basiert
auf dem Stober-Prozess, welcher urspringlich zur Darstellung von Silica-Partikeln aus
Tetraethoxysilan (TEOS) durch Zugabe von Ammoniak entwickelt wurde.””"® Bei dieser
Art der Ummantelung findet zuerst eine Bildung reaktiver Si-OH-Gruppen durch
Hydrolyse einer Sol-Gel-Vorstufe auf den Nanopartikeln statt. AnschlieRend tritt eine
Netzwerkbildung durch Kondensationsreaktionen ein. Allerdings bedarf es hierbei fir die
Ausbildung einer homogenen Silica-Schale auf den hydrophoben Nanopartikeln zum einen
h&ufig eines silanierenden Agents wie Amino- oder Mercaptopropyltrimethoxysilan. Diese
fungieren auf der Oberflache als Anker und filhren aufgrund des wassrigen/ethanolischen
Milieus zum Ligandenaustausch. Die zweite Methode ist die Wasser-in-Ol-
Mikroemulsionen, auch als reverse Mikroemulsion bezeichnet.?>*? Hier diffundieren die
Nanopartikel in inverse Mizellen, wo die Hydrolyse des Silans stattfindet. Die Vorteile
dieser Methode liegen darin, dass hydrophobe Nanopartikel ohne vorherigen
Ligandenaustausch eingesetzt werden konnen und die Kontrolle Gber die Partikelgroiie
bzw. Schalendicke und deren GroRRenverteilung sich einfacher gestaltet.

Darlber hinaus kdnnen durch die Zugabe von Silanen, an deren Ende sich Amino- oder
Carboxylgruppen befinden, chemische Anbindungsstellen fur biologisch aktive Molekiile,
wie beispielsweise Antikorper, angebracht werden. Zudem lassen sich Farbstoffe in die
Silica-Schale einbauen, die sonst bei kernnaher Kopplung durch Quentching-Prozesse

unwirksam wiirden.% 84

10
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2.1.4 Modell von LaMer und Dinegar

LaMer” beschrieb mit seinem Modell urspriinglich die Herstellung von monodispersen
Schwefel-Solen. Heute wird es fiir die Darstellung von monodispersen Nanopartikeln
herangezogen. Es geht von einem homogenen Keimbildungsprozess aus. Dieser gliedert
sich in die drei Phasen Anwachsen der Monomerkonzentration, schlagartige Keimbildung
und Keimwachstum (siehe Abb. 2-5).27-%% 858

kristalline
schnelle und homo- Phase
gene Keimbildung b oty S

(5o -
S 5
kubisch hexagonal

Kristall-
keime

[ ofP RN (350 S TR, oI —
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Abb. 2-5. Modell nach LaMer fur die Darstellung monodisperser Nanopartikel. 1. Phase:
Anwachsen der Monomerkonzentration (grun); 2.Phase: Keimbildung (blau); 3. Phase:
Diffusionskontrolliertes Kristallwachstum (violett). Cequi. = Gleichgewichtskonzentration,
Csa = kritische Sattigungskonzentration (aus ).

In der ersten Phase wachst die Konzentration der sogenannten Monomere in der
Losung an. Dies bedeutet konkret, dass sich die metallorganischen Vorstufen zu Atomen
oder lonen zersetzen, bis deren Konzentration die Gleichgewichtskonzentration Cequi.
iibersteigt und die Ubersattigung eintritt. Bis hierhin sind die im Gleichgewicht mit den
Monomeren stehenden Cluster instabil und zerfallen wieder. Die Nettokeimbildungsrate ist
gleich null. Wird die kritische Sattigungskonzentration Cgy. Uberschritten, setzt die zweite
Phase mit einer schlagartigen Nukleation (engl. burst of nucleation) ein. Es entstehen
innerhalb kurzer Zeit viele stabile Nukleationskeime. Diese hohe Nukleationsrate und der
damit einhergehende hohe Monomerverbrauch, der die Monomernachbildung Uberwiegt,
lasst die Ubersattigung wieder unter den kritischen Wert fallen. Neugebildete Keime

“ Victor Kuhn LaMer (1895-1966) war ein amerikanischer Chemiker, der auf dem Gebiet der Kolloidchemie
forschte.
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erreichen nicht mehr den kritischen Radius. Die Nettokeimbildungsrate sinkt wieder auf
null. Wahrend der dritten Phase wachsen die Keime langsam durch einen
diffusionsgesteuerten Verbrauch an Monomeren.

Im Gegensatz zu der heterogenen Nukleation, welche an Fremdkeimen, Staubk&rnern
oder Gasblasen stattfindet, ist die homogene Nukleation in Ldsung ein spontaner
Phasentibergang ohne Beteiligung von Phasengrenzflachen oder substanzfremden Spezies.
Diese findet also nur bei einem statischen Zusammentreffen von Teilchen statt. Zudem ist
homogene Keimbildung endotherm, da die Bindungen in den Ausgangsverbindungen
aufgespalten, die Solvathlllen aufgebrochen sowie die Oberflachenspannung des
Losungsmittels Gberwunden werden mussen. Infolge dessen ist die Energiebarriere fir die
homogene Nukleation hoch. Gleichzeitig verhindert die Energiebarriere eine
kontinuierliche Nukleation und erlaubt erst so die schlagartige Keimbildung.®®
Thermodynamisch ergibt sich die Energiebarriere aus der Gibbs-Energie der Bildung eines
sphérischen Kristalls mit dem Radius r in einer Ldsung:

4
AGy (r)=4mr?y + §7TT3AGV 2.1

Mit Anderung der freien Enthalpie fir ein Monomer in Losung und im
Einheitsvolumen des Kristalls (r—o):

RTInS
v=-

2.2

m

Wobei y die spezifische freie Oberflachenenergie, Vi, das Molvolumen des Kristalls, R
die universelle Gaskonstante, T die Temperatur und S die Ubersattigung ist, was dem
Verhéltnis aus der Monomer- und der Gleichgewichtskonzentration entspricht. In
Gleichung 2.1 im oberflachenabhdngigen Term ist y stets positiv. Um die
Oberflachenenergie zu minimieren, nimmt der Keim eine sphérische Form an. Der zweite
Term hangt vom Volumen ab und AGy ist solange negativ, wie eine Ubersattigung
vorhanden ist, also S>1. Nur dann kann die frei werdende Gitterenthalpie die freie
Enthalpie dominieren. Demzufolge hat die in Abbildung 2-6 geplottete AGk(r)-Kurve ein
Maximum bei einem kritischen Radius r.. Das bedeutet, dass nur Kristallisationskeime mit
mindestens diesem Radius in der Ubersattigten Lésung spontan wachsen kdnnen. Darunter
befindliche Keime sind thermodynamisch instabil und konnen ihre Gibbs-Energie nur
verringern, indem sie sich wieder auflésen.

12
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Abb. 2-6. Plot der freien Kristallbildungenthalpie gegen den Partikelradius (schwarze Linie) sowie
die Teilbeitrage aus Oberflachenenergie (blau Linie) und Gitterenergie (rote Linie). Stabile Keime
entstehen in Losung, wenn die Bedingung r = r. erfillt ist. r, = Kritischer Radius, AG = kritische
freie Kristallbildungsenthalpie (nach 29).

Mit der Bedingung

dAGy
=0 2.3
dr
ergibt sich flr den kritischen Radius:
=2y 2yVn
©=AG, RTInsS 24
Setzt man diesen in Gleichung 2.1 ein, erhélt man die kritische freie Enthalpie:
16my3 16my3V2
AGy .= LA Y o 2.5

3(AGy)?  3(RTInS)?2

Hier zeigt sich, je hoher der Grad der Ubersittigung, desto kleiner kann der Radius fiir
stabile Nukleationskeime sein. Erst wenn eine kritische Ubersattigung erreicht bzw. eine
kritische Konzentration Cs; an Monomer (berschritten wird, erlangen die stets in der
Losung im Gleichgewicht gebildeten Cluster den kritischen Radius und sind damit nun
auch thermodynamisch stabil.*® Die homogene Nukleation setzt in der Lésung ein. Das
anschlieBende Wachstum senkt die freie Enthalpie der Keime weiter.

Die Rate der Keimbildung kann als Arrhenius-Gleichung geschrieben werden und ist
die Anderung der Anzahl an Partikel N pro Zeit
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mit dem préexponentiellen Faktor A, der Boltzmann-Konstante ks und der Avogadro-
Zahl Na.

Das Modell verwendet mit der spezifischen freien Oberflachenenergie y und Vy, bzw.
AGy zwei Parameter von makroskopischen Festkorpern, die als konstant angenommen
werden, aber bei Nanopartikeln gréBenabhangig sind.* Trotzdem konnte anhand der
Gasphasenabscheidung von 1-Butanol gezeigt werden, dass die experimentellen Daten mit
den theoretischen Werten fiir die homogene Nukleation bei Clustern aus 10 bis 100
Molekiilen gut tibereinstimmen.™

Auf den Wachstumsprozess soll hier nur kurz eingegangen werden.””* % |m ersten
Schritt diffundieren Monomere auf die Partikeloberflaiche und setzen sich im zweiten
Schritt dort ab. Dabei kann das Wachstum entweder reaktions- oder diffusionskontrolliert
ablaufen. Reaktionskontrolliert bedeutet, dass die Reaktionsgeschwindigkeit der
Monomere an der Partikeloberflache die Wachstumsrate bestimmt, da eine hohe
Diffusionsgeschwindigkeit fiir ausreichend Monomere an der Oberflache sorgt.
Entscheidend und bestimmend bei einer geniigenden Uberséttigung ist jedoch das
diffusionskontrollierte Wachstum. Hier ist die Diffusionsgeschwindigkeit der Monomere
aus der Losung zur Oberflache ausschlaggebend, gefolgt von einer schnellen Reaktion der
Monomere an der Oberflache.

Wie in Abbildung 2-5 angedeutet, Uben wahrend des diffusionskontrollierten
Wachstumsprozesses viele Parameter Einfluss auf die letztendliche GrolRe und Form aus.
Ein wesentlicher Faktor fir die Wachstumsgeschwindigkeit ist die Partikelgrofle. Grob
gesagt, je Kleiner ein Partikel ist, desto schneller wéchst er, da das chemische Potential mit
abnehmender GroRe zunimmt. Durch diesen kinetischen Effekt kommt es wéhrend des
Wachstums zum sogenannten ,,Fokussieren® der GroBe.® Die GroRenverteilung nimmt ab,
bis sich die GroRen der Partikel derart angenéhert haben, dass die GréRenverteilung quasi
unverandert bleibt. Entweder wird die Reaktion hier abgebrochen oder kann durch weitere
Zufuhr an Monomer aufrechterhalten werden.*> ** Bei einer zu geringen Uberséttigung
setzt die Ostwald-Reifung ein.® “* % 9 Ayfgrund der Minimierung der
Oberflachenenergie findet ein kontaktfreier Materiestrom von kleinen zu groReren
Partikeln statt, bis die kleiner werdenden Partikel unter den kritischen Radius schrumpfen
und zerfallen. Folglich verringert sich die Zahl der Kolloide mit fortschreitender Dauer und
die Grolzenverteilung wird breiter.
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2.2 Fe304 und y-F9203

Sowohl Maghemit als auch Magnetit kristallisieren in der inversen Spinellstruktur
(AB2X,). In dieser kubisch-dichtesten Packung aus Sauerstoffatomen bestehen zwei
Substrukturen von oktahedralen (Oy bzw. A-Position) und tetrahedralen Platzen (T4 bzw.
B-Position). Im Magnetit (siehe Abb. 2-7) sind die Tetraederliicken zu 1/8 von Fe**-lonen
und die Oktaederliicken zu je 1/4 von Fe®*- und Fe**-lonen besetzt. Die Maghemitstruktur
leitet sich von dieser ab mit zusétzlichen Leerstellen in den Oktaederliicken. Aufgrund der
ahnlichen Struktur ist das Rontgendiffraktogramm nahezu identisch und es kann eine
flieRBende Stochiometrie von ideal ausgebildeten y-Fe,O3; mit einer Gitterkonstante von ca.
8.34 A hin zu ideal ausgebildeten FesO, mit einer Gitterkonstante von ca. 8.39 A
auftreten.®®" Neben der geringen Abweichung erschweren die verbreiterten Reflexe
aufgrund der GroRe der Nanopartikel die Auswertung mittels Rontgendiffraktometrie. Die
MoRbauerspektroskopie kann hier zusatzliche Informationen liefern.

Abb. 2-7. Kristallstruktur von Fe;O, (griin Fe**, blau Fe** und wei O%).

(Bulk-)Magnetit spaltet im MoRbauerspektrum bei Raumtemperatur in zwei teilweise
uberlagerte Zeeman-Sextetts auf. Das Sextett mit groRerer magnetischer Aufspaltung
stammt von den Fe*-lonen in A-Position. Aufgrund eines schnellen
Elektronenaustausches zwischen den Kationen auf den B-Positionen liefern diese nur ein
einziges Sextett mit einer gemittelten Wertigkeit von Fe*>°. Wird die Verwey-Temperatur
(125 K) unterschritten, kommt es zu einer Verzerrung der Struktur,®® der
Ladungsaustausch entfallt und das Sextett von Fe*** spaltet sich auf. Im Spektrum ist nun
nur noch einziges Sextett vorhanden, welches sich aus den (berlagernden Sextetten der
Fe?*- und aller Fe®**-Kationen zusammensetzt. Die Aufspaltung bei Nanopartikeln ist
weniger ausgepragt als im Bulk-Material.*® Durch die Verzerrung der Struktur hnelt das
Spektrum von Bulk-Magnetit bei tiefen Temperaturen wieder sehr stark dem von Bulk-
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Maghemit. Im Spektrum von Bulk-Maghemit ist sowohl bei Raumtemperatur als auch bei
tiefen Temperaturen nur ein Sextett der positionsgemittelten Fe**-Kationen vorhanden.*®

Durch den Verwey-Ubergang lassen sich in der SQUID-Magnetometrie Bulk-
Maghemit und Bulk-Magnetit gut unterscheiden. Der Verwey-Ubergang zeigt sich sowohl
in der ZFC- als auch in der FC-Messung im makroskopischen Material durch eine Stufe
bei 125 K und wurde zum Beispiel bei Fes04-Nanopartikeln mit einer GroRe 22 nm + 7 %,
welche in hexagonalen Dichtestpackungen angeordnet waren, beobachtet.'®* Wohingegen
Goya und Mitarbeiter fur FezOs-Nanopartikel, welche durch Zermahlen von Volumen-
Material dargestellt wurden, berichteten, dass der Verwey-Ubergang fiir Partikel mit
d <50 nm zu niedrigeren Temperaturen hin verschoben und fiir Partikel mit d <10 nm
nicht mehr zu beobachten ist.** 1% In einer Veroffentlichung von Pineider et al. wurden
Gold@Eisenoxid-Kern-Schale-Nanopartikel synthetisiert, bei denen mittels Rdntgen-
Nahkanten-Absorptions-Spektroskopie ein Anteil von ca. 10 % Wodstite (FeO) bestimmt
wurde, der sich aufgrund der Reaktionsbedingungen direkt um das Gold bildet. Die breite
Stufe zwischen 100 und 150°K wird hier dem Verwey-Ubergang und der
antiferromagnetischen  Ordnung der FeO-Phase (Néel-Temperatur, Ty= 210 K)
zugeschrieben. Die kleine Stufe in der FC-Kurve liegt bei 100 °C und ist damit jedoch
versetzt zu dieser.*®*
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2.3 Magnetismus

2.3.1 Magnetismus auf atomarer Ebene

Die magnetischen Eigenschaften eines Festkorpers resultieren vollstdndig aus den
Wechselwirkungen der Elektronen im Festkorper, da die magnetischen Momente des
Atomkerns vernachlassigbar klein gegenuber denen der Elektronen im Atom sind. Das
magnetische Moment eines Elektrons im freien Atom setzt sich aus dem magnetischen
Spinmoment seines Eigendrehimpulses und dem magnetischen Bahnmoment des
Bahndrehimpulses zusammen, welcher aus der Bewegung um den Atomkern stammt
(siehe Abb. 2-8). Andert sich der Bahndrehimpuls aufgrund eines duReren magnetischen
Feldes, kommt ein weiterer Beitrag hinzu. Bei 3d-Metallen resultiert das magnetische
Moment nahezu ausschlie3lich aus dem Spinanteil, so dass nur von ,,Spin-only*“-Werten
gesprochen wird.*% 1%

Kern
(Proton)
e
~
—_/
Ms

Abb. 2-8. Magnetisches Moment des Bahndrehimpulses (u;, links) und des Spins (us, rechts) eines
Elektrons. Mit v = Geschwindigkeit des Elektrons, r=Radius der Kreisbahn und
| = Bahndrehimpuls. Die rosafarbenen Linien zeigen die Magnetfelder der bewegten Ladung.

Wenn Teilchen nur gepaarte Elektronen besitzen, heben sich die einzelnen Momente
der Elektronen innerhalb der Atome gegenseitig auf und die Stoffe sind diamagnetisch.
Beim Anlegen eines duReren Magnetfeldes sind die induzierten magnetischen Felder
gemal der Lenzschen Regel dem &uRBeren Magnetfeld entgegengerichtet. Das Feld wird im
Inneren des Diamagneten proportional zur Starke des angelegten Magnetfelds
abgeschwécht. Der Proportionalitatsfaktor der Felddnderung wird durch die magnetische
Permeabilitat [, bzw. die magnetische Suszeptibilitat - 1 beschrieben. Diamagnetische
Materialien weisen eine magnetische Suszeptibilitat y kleiner als 0 und dementsprechend
eine relative Permeabilitat kleiner als 1 auf.** 1%
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Teilchen, in denen ungepaarte Elektronen vorhanden sind, besitzen ein permanentes
magnetisches Moment. Aufgrund der thermischen Energie sind die magnetischen
Momente in paramagnetischen Stoffen statistisch verteilt, so dass das mittlere Moment
gleich Null ist. In einem &uBeren Magnetfeld richten sich die magnetischen Momente
entlang der Feldlinien aus und das Feld wird im Inneren des Paramagneten verstarkt. Die
magnetische Suszeptibilitat ist positiv ( > 0).1%> 1%

2.3.2 Kooperativer Magnetismus im makroskopischen Festkdrper

Unter bestimmten \Voraussetzungen tritt durch die Austauschwechselwirkung eine
langreichweitige magnetische Ordnung zwischen den einzelnen Atomen auf, welche zu
kooperativen magnetischen Effekten wie Ferro-, Ferri- und Antiferromagnetismus fuhrt.
Die Austauschwechselwirkung ist ein quantenmechanischer Effekt, der aus der Coulomb-
AbstoRung und dem Pauli-Verbot hervorgeht.'% 1%

Im Gegensatz zu Dia- und Paramagneten stellt sich bei Ferro- und Ferrimagneten unter
einer materialabhangigen Temperatur, der Curietemperatur Tc, die Ausrichtung der
atomaren magnetischen Momente ohne externes Magnetfeld ein. Damit weist das Material
eine sogenannte ,spontane” Magnetisierung auf. Die spontane Parallelstellung der
einzelnen magnetischen Momente geschieht im makroskopischen Kdrper nicht einheitlich.
Es entstehen Bereiche, die sogenannten Doménen oder Weiss-Bezirke, in denen die
magnetischen Momente der einzelnen Atome parallel ausgerichtet sind. Diese sind
zusatzlich durch weitere kleinere Teilbereiche, den Bloch-Wanden, voneinander getrennt.
In den Bloch-Wénden findet eine flieRende Ausrichtung der Elektronenspins an die
benachbarten Weiss-Bezirke statt (siehe Abb. 2-9). Trotz dieser Ordnung ist nach auf’en
hin noch keine Nettomagnetisierung messbar, da die magnetischen Momente durch die

unterschiedlichen Orientierung der Doméanen kompensiert werden.** 1%

Abb. 2-9. Schematische Darstellung einer Bloch-Wand, dem Ubergang zwischen 2. Weiss-
Bezirken (aus *°")
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Das Anlegen eines externen Magnetfeldes bt Einfluss auf die Richtung, nicht aber auf
den Betrag der magnetischen Momente aus. Bei ferromagnetischen Materialien richten
sich die magnetischen Momente in den Doménen parallel zum externen Magnetfeld aus.
Die magnetische Suszeptibilitdt von Ferromagneten ist wesentlich groRer als die eines
Paramagneten (y >> 0) und nicht proportional zum angelegten Magnetfeld. Zundchst findet
eine Verschiebung der Bloch-Wande statt, bei der die Weiss-Bezirke zusammenwachsen,
was sich in kleinen Spriingen in der Magnetisierungskurve als Barkhausen-Effekt duf3ert.
Im Anschluss beginnen die Spins sich auszurichten bis eine Sattigung der Magnetisierung
eintritt. Nach Abschalten des externen Magnetfeldes bleibt die Magnetisierung als
remanente Magnetisierung partiell erhalten. Um die ferromagnetische Substanz wieder
vollstandig zu entmagnetisieren, muss die magnetische Koerzitivfeldstarke aufgebracht
werden. Je hoher diese ist, desto besser behalt ein Magnet seine Magnetisierung in einem
magnetischen Gegenfeld, d.h. desto schwerer findet eine Umpolung statt. Sie ist damit ein
MaR fir die Harte von Magneten. Ein Magnet mit niedriger Koerzitivfeldstarke und
Remanenzmagnetisierung wird als weich und im umgekehrten Fall als hart bezeichnet. Die
Magnetisierung eines Ferromagneten in einem angelegten Magnetfeld wird durch eine
Hysterese-Schleife wie in Abbildung 2-10 beschrieben. %% 1%

b) M

A

Rotation der
Magnetisierung

Bewegung der

Domanenwande
» H » H
H,
M, = Sattigungsmagnetisiertung Barkhausen

H, = Sattigungsfeldstarke Effekt
M., = Remanenzmagnetisierung
H. = Koerzitivfeldstarke

Abb. 2-10. a) Hysterese-Schleife und b) Neukurve von ferromagnetischen und ferrimagnetischen
Stoffen (nach *°* %),
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Ferrimagneten verhalten sich analog wie Ferromagneten mit dem Unterschied, dass die
magnetischen Momente der Atome jeweils abwechselnd antiparallel in den Weiss-
Bezirken ausgerichtet sind. Da sich die magnetischen Momente im Betrag unterscheiden,
resultiert eine Nettomagnetisierung in den Weiss-Bezirken. Ein Ferrimagnet lasst sich
durch  zwei ineinander gestellte, antiparallele ferromagnetischen  Untergitter
beschreiben.*® 1%

Beispiele fur ferrimagnetische Materialien sind Magnetit und Maghemit. Im Magnetit
bilden pro Einheitszelle 8 Fe**-lonen auf den A-Positionen das eine Untergitter, wahrend
8 Fe**-lonen und 8 Fe?*-lonen auf den B-Positionen das andere Untergitter darstellen
(siche auch Kapitel 2.2). In diesem Modell koppeln die Fe**(B) und Fe?*(B) iiber eine
indirekte Austauschwechselwirkung, dem sogenannten Doppelaustausch, ferromagnetisch
(siche Abb. 2-11). Ein Elektron des Feg>*-lons wird hierbei delokalisiert und richtet mittels
einer Art von Elektronenhupfen Gber ein vermittelndes, diamagnetisches Sauerstoff-Anion
zwischen den tyg-Orbitalen der Fe?*- und Fe*'-lonen im B-Untergitter deren Spins parallel
aus.'® 1% Hingegen wechselwirken die Fea**-lonen mit den Feg*-lonen mittels dem sog.
Superaustausch ~ Uber  ein  vermittelndes,  diamagnetisches  Sauerstoff-Anion
antiferromagnetisch, was zu einer antiparallelen Spinausrichtung fiihrt.'®* *° Folglich
kompensieren sich die magnetischen Momente von jeweils 5 pg pro Formeleinheit der
Fe**-lonen auf der A- und B-Position, so dass das magnetische Moment von 4 pg
ausschlieRlich von dem Feg*-lon stammt. Experimentell wurde ein Sattigungsmoment von
4 bis 4,2 pg gefunden (siehe Abb. 2-11).)%® Die Sattigungsmagnetisierung sinkt mit
abnehmender GrolRe des Materials und hangt wesentlich von der Kristallinitdt bzw.
Oberflachenbeschaffenheit ab (siehe Abschnitt 2.3.6).*
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Abb. 2-11. Fe;0,4: Magnetische Struktur und Doppelaustausch. a) Mittels Superaustausch koppeln
die 8 Fe,**-lonen pro Einheitszelle tiber O*-lonen mit den Feg*"-lonen antiferromagnetisch und
mittels Doppelaustausch die 8 Feg**- mit den 8 Feg®*-lonen ferromagnetisch. Es resultiert ein
Sattigungsmoment von 4 pg pro Formeleinheit. b) Beim Doppelaustausch kann das tg Spin-down
Elektron zwischen den Feg®" und Feg®*-lonen hidpfen, wahrend sein Spin antiparallel zum lokalen
Moment koppelt (nach % ).

Beim Antiferromagnetismus findet in gleicher Weise wie beim Ferrimagnetismus eine
antiparallele Ausrichtung der Spins statt. Bei dieser heben sich die magnetischen Momente
jedoch gegenseitig auf, so dass keine makroskopische Magnetisierung zu beobachten ist.
Oberhalb der Néel-Temperatur, welche analog zur Curietemperatur bei Ferro-
/Ferrimagneten ist, bricht die Spinordnung zusammen und das Material verhalt sich
paramagnetisch.'% 1% Ein Beispiel fiir eine antiferromagnetische Substanz ist Mangan(11)-
oxid, bei dem durch Superaustausch eine antiparallele Kopplung der Spins der Mn?*-lonen
iber ein verbriickendes Sauerstoffanion stattfindet (siehe Abb. 2-12).**?

Mn** ok Mn**

0o @ 1)

dzz P, dzz

Abb. 2-12. Superaustausch in MnO. Antiferromagnetische Kopplung der Spins zweier d,2-Orbitale
benachbarter Mn**-lonen tiber ein verbriickendes Sauerstoff-p,-Orbital (nach **3).
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2.3.3 Magnetismus im nanoskopischen Festkdrper: Eindoménen- und
superparamagnetisches Limit

Im Wesentlichen werden die magnetischen Eigenschaften von Nanopartikeln durch
ihre begrenzte GroRe und durch Oberflicheneffekte bestimmt.® 7 Aus der
GrolRenbeschrankung resultieren ein Eindoménen- und ein superparamagnetisches Limit.
Wahrend die magnetostatische Energie (AEms) proportional zum Volumen des Materials
zunimmt, steigt die Energie fur die Bildung der Domé&nenwénde (Eqy) proportional mit der
Oberflache, so dass unter einer kritischen TeilchengréRe die Ausbildung einer
Doménenwand energetisch ungunstig wird und solche Partikel nur noch aus einer einzigen,
einheitlich magnetisierten Doméne bestehen. Das Eindoménenlimit hangt vom Material
und dem Beitrag verschiedener Anisotropieenergieterme (Form-, Oberflachen-,

magnetokristalline und magnetoelastische Anisotropie) ab.> "1

Wenn AEns= Eqy ergibt sich fur den kritischen Durchmesser Dc eines nicht
wechselwirkenden, sphérischen Teilchens, unter dem nur eine Doméne ausgebildet wird:

lvloMs2

D, ~ 18

Hier ist A die Austauschkonstante, Kes die Anisotropiekonstante, die o
Vakuumpermeabilitdt und Ms die Sattigungsmagnetisierung. Beispielsweise betrégt der
kritische Radius filr y-Fe,O3 60 nm und fiir Fe;0, 128 nm.> " ** Die Koerzitivfeldstarke ist
bei Eindomdnenteilchen im Vergleich zu Mehrdomanenteilchen bzw. makroskopischen
Festkorpern groRer, weil keine Verschiebung der Domanenwénde mehr auftritt und so die
Richtung der Magnetisierung nur noch durch ein gleichzeitiges Umklappen aller im
Teilchen enthaltener Spins erfolgen kann. Letzteres bedarf mehr Energie.® "

Eine Abweichung von der idealen Kugelform der Partikel fligt einen zusétzlichen
Beitrag der Koerzitivkraft hinzu, so dass bei Teilchen mit steigender Formanisotropie der

kritische Durchmesser zunimmt.> " 4

Mit abnehmender GrolRe des Eindoménenteilchens sinkt die Anzahl der Spins und
somit die bendtigte Energie zur kohdrenten Spinrotation. Gleichzeitig folgt die Abnahme
der Koerzitivfeldstarke, bis sie ab einer charakteristischen Teilchengrofle (und in
Abhéngigkeit von der Temperatur) auf null fallt. In diesem Fall &hneln die Nanopartikel
riesigen paramagnetischen Atomen mit einem grof3en, konstanten magnetischen Moment.
Das System verhalt sich wie ein Paramagnet mit einer schnellen Reaktion auf angelegte
magnetische Felder ohne Remanenz und Koerzitivkraft. Dieser Befund wird deshalb als
Superparamagnetismus bezeichnet (siehe Abb. 2-13).% 7114
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Abb. 2-13. a) Abhéngigkeit der Koerzivitat von der Partikelgréf3e (nach
eines superparamagnetischen Systems.

) und b) Hysterekurve

Ausgehend von einem isolierten spharischen Teilchen mit einer einzigen Doméne kann
fir die Energie der magnetischen Anisotropie pro Teilchen, welche fir die
Aufrechterhaltung der magnetischen Momente entlang einer bestimmten Richtung sorgt,

E(Q) = KeffVSinZQ 2.8

angenommen werden, wobei V das Teilchenvolumen, K die effektive
Anisotropiekonstante und & der Winkel zwischen der Magnetisierung und der
magnetischen Vorzugsrichtung ist. H&ufig haben magnetische Materialien aufgrund der
Anisotropie eine Vorzugsrichtung, welche im Gegensatz zur schweren Achse auch
magnetisch leichte Achse bzw. leichte Richtung genannt wird. In Abwesenheit eines
externen Feldes richtet sich die Magnetisierung entlang einer Richtung minimaler Energie
aus. Der Ausdruck KV stellt hier eine Energiebarriere zwischen zwei energetisch
gleichwertigen Vorzugsrichtungen der Magnetisierung dar. Je kleiner die PartikelgroRe
wird, desto eher wird die Energiebarriere von der thermischen Energie kgT Uberwunden
und desto leichter gelingt die kohérente Spinrotation. Wenn kgT > KV eintritt, unterliegt
die Magnetisierungsrichtung permanenten Fluktuationen, die Koerzitivkraft verschwindet,
das superparamagnetische Limit ist erreicht und das System zeigt keine Hysterese mehr.® "
114 Die thermischen Energie ksT und die die effektive Anisotropiekonstante KeV
bestimmen also die Relaxationszeit des magnetischen Moments eines Teilchens z, was
durch die Néel-Brown-Gleichung beschrieben wird.
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K.,V
eff ) 2.9

T= Toexp( kT

Hier ist kg die Boltzmann-Konstante und 7z, die inverse Anlauffrequenz der
Magnetisierungsumkehr (inverse attempt frequency, zo~ 10%).% 7 14

Wenn die Relaxationszeit kirzer als die experimentelle Beobachtungszeit =y oder,
anders ausgedriickt, die Fluktuationsrate der magnetischen Momente hoher als die inverse,
experimentelle Beobachtungszeit ist, kann keine Magnetisierung gemessen werden und das
System ist im superparamagnetischen Zustand. Im umgekehrten Fall z > ry befindet sich
das System im sogenannten blockierten Zustand. Die kritische Temperatur, bei der 7 =1y
und das System in den geblockten Zustand (bergehwn, heilst dementsprechend
Blockierungstemperatur Tg (engl. blocking temperature).® 7 14

Es st zu beachten, dass die Blockierungstemperatur von der effektiven
Anisotropiekonstante, der Partikelgrofie, dem angelegten magnetischen Feld sowie der
experimentellen Messzeit und damit von der verwendeten Messmethode abhangt.® "

Zudem kdnnen interpartikulére, magnetische ~ Wechselwirkungen die
superparamagnetische Relaxation beeinflussen, was zu komplexen Sachverhalten fiihren
kann. Deswegen werden hier nur die wesentlichen interpartikuldren, magnetischen
Wechselwirkungen genannt, welche die Dipol-Dipol-Wechselwirkungen, die direkte
Austauschwechselwirkung sich berlihrender Teilchen, die Superaustauschwechselwirkung
und die RKKY-Wechselwirkung(Ruderman-Kittel-Kasuya-Yosdida) sind. Falls die
interpartikuléren, magnetischen Wechselwirkungen so stark werden, dass magnetische
Nah- und/oder Fernordnungen entstehen, koénnen Erscheinungen  wie
Superferromagnetismus und superspinglasartige Zustande auftreten.® "

2.3.4 Superparamagnetismus in der M63bauerspektroskopie

Eine Messmethode, bei der das Auftreten des Superparamagnetismus eine Rolle spielt,
ist die (°’Fe-)MoRbauerspektroskopie™*® *°. Hier resultiert die Hyperfeinfeldaufspaltung
aus der magnetischen Dipol-Wechselwirkung zwischen dem magnetischen Dipolmoment
eines Eisenkerns und dem magnetischen Feld am Kernort, welches in erster Linie von den
Valenzelektronen hervorgerufen wird. Dabei prézediert das magnetische Moment um die
Achse des Magnetfeldes. Wenn die magnetische Anisotropieenergie (~ kT) Uberwunden
wird, kommt es zu den angesprochenen Energiefluktuationen und die Richtung der
Magnetisierung andert sich. Falls die Fluktuationsrate die experimentelle, inverse
Beobachtungszeit ~ (MoBbauer ~ 10%s)  (ibersteigt, gibt es keine  statische
Quantisierungsachse mehr. Als Folge kann die magnetische Aufspaltung nicht mehr
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aufgelést werden und es ergibt sich ein dynamisches Spektrum ohne
Hyperfeinfeldaufspaltung. Anstelle eines Sextetts ist nur noch ein Singulett vorhanden
(vgl. Abb. 3-7). Wenn die superparamagnetische Relaxationszeit gerade die
Beobachtungszeit erreicht, ergibt sich auch hier eine Blockierungstemperatur. Diese wird
flr die MoRbauerspektroskopie so definiert, dass sich 50 % des Spektrums im geblockten
Zustand befinden.'** 1% 12 |m Spektrum tritt daher die Uberlagerung eines Sextetts mit
einem Singuletts auf.

2.3.5 Superparamagnetismus in der SQUID-Magnetometrie

Eine weitere wesentliche Messmethode zur Bestimmung der magnetischen
Eigenschaften ist die SQUID-Magnetometrie (engl. superconducting quantum interference
device, dt. supraleitende Quanteninterferenzeinheit), bei der die Hysterese und die
Blockierungstemperatur  gemessen  werden  koénnen.  Zur  Bestimmung  der
Blockierungstemperatur ~ wird zuerst die ZFC-Kurve (engl. zero-field-cooled)
aufgenommen, indem die Probe in einem magnetischen Nullfeld von Raumtemperatur
(300 K) auf z.B. 5 K abgekuhlt wird, so dass eine zufallige Anordnung der magnetischen
Momente der Partikel eingefroren wird. Im Anschluss wird die Probe bei angelegten
Magnetfeld (wie in dieser Arbeit H = 100 Oe) langsam erwédrmt und ihr magnetisches
Moment gemessen. Beim Erwdrmen erreichen immer mehr der ungeordneten
magnetischen Momente die nétige Energie, um sich entlang des Magnetfeldes bis zu einem
maximalen Gesamtmoment bei Tg auszurichten. Das weitere Ansteigen der thermischen
Energie fuhrt wieder zu einem Abfall der Magnetisierungskurve, da die Relaxationszeit der
Momente unter die experimentelle Beobachtungszeit (ca. 10° s) féllt (siehe Abb. 2-14).**
Im zweiten Schritt wird die Probe in einem magnetischen Feld (hier ebenfalls H = 100 Oe)
von Raumtemperatur aus abgekdihlt. Die FC-Kurve (engl. field-cooled) steigt mit sinkender
Temperatur kontinuierlich an bis eine Sattigung eintritt, da ein stetiges Ausrichten der
magnetischen Momente in Magnetfeldrichtung stattfindet (siehe Abb. 2-14).

Eine Verteilung der TeilchengroRe fihrt zu einer Verbreiterung der ZFC-Kurve und
einer gemittelten Blockierungstemperatur. Die ZFC-und FC-Kurve laufen nicht mehr am
Maximum zusammen, sondern bei hoheren Temperaturen, bei denen die Relaxationszeit
der groRten Partikel gerade der experimentellen Beobachtungszeit entspricht, also 7 =1y
gilt.'?
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Abb. 2-14. Idealisierte zero-field-cooled- und field-cooled-Kurve. Das Maximum der ZFC-Kurve gibt
die Blockierungstemperatur Tg in der SQUID-Magnetometrie an.

2.3.6 Oberflachenspins

Die gesteigerte Anzahl an Oberflachenspins der Nanopartikel, die aus dem groRen
Oberflachenatom-Volumenatom-Verhaltnis hervorgeht, fiihrt zu einem wesentlichen
Einfluss der Oberflachenspins auf das magnetische Verhalten. Der Symmetriebruch der
Kristallstruktur am Rand jedes Teilchens kann zu Veranderungen in der Bandverteilung,
der Gitterkonstante und/oder der Atomkoordination flhren, was wiederum zu
Oberflachenanisotropie und Kern-Oberflachen-Austauschanisotropie fiihren kann. Des
Weiteren kénnen magnetisch inaktive Oberflachen oder verkantete Spins auftreten.® " 14
Bei der Spinverkippung (engl. spin canting)*®® an der Oberflache richten sich die Spins
selbst in starken externen Magnetfeldern nicht vollstdndig aus und es kommt zu einer

reduzierten Sattigungsmagnetisierung im Vergleich zum makroskopischen Festkorper.**
126

Eine Verstarkung der magnetischen Anisotropie K mit sinkender Partikelgrofie wurde
ebenfalls beobachtet und darafhin vermutet, dass der zusatzliche Beitrag aus der
Oberflachenanisotropie herriihrt, 2% 127128

In Nanopartikeln von antiferromagnetischen Verbindungen wie NiO oder MnO konnte
eine  Nettomagnetisierung bei tiefen Temperaturen gemessen und daher ein
superparamagnetisches Verhalten der Partikel festgestellt werden.'?***! Diese Tatsache
wird auf die grofle Zahl an unkompensierten Oberflachenspins zuriickgefihrt. Mit
sinkender PartikelgroRe nimmt die Nettomagnetisierung zu, da das Oberflachen-zu-
Volumenverhéltnis ebenfalls steigt. Letztendlich kann auch eine
Oberflachenfunktionalisierung, wie z.B. eine Silica-Schale oder organische Liganden,
einen Teil zu den magnetischen Eigenschaften beitragen.® " 1%
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2.3.7 Exchange Bias

Ein besonderer Oberflacheneffekt ist der Exchange Bias, der zwischen einer ferro- und
antiferromagnetischen Grenzschicht auftritt und sich vornehmlich in einer Verschiebung
der  Hystereseschleife entlang der Feldachse und/oder einer  gesteigerten
Koerzivitatfeldstarke ausdriickt, wenn das System unter die Néel-Temperatur des
Antiferromagneten abgekuhlt wird (siehe Abb. 2-15). Damit verbunden ist eine
unidirektionale Anisotropie (engl. unidirectional exchange anisotropy), die durch die
Austauschwechselwirkung zwischen dem Ferro- und dem Antiferromagneten wirkt. Zwar
ist der exakte Mechanismus noch nicht geklart,™®® jedoch wurden bereits verschiedene
Systeme etabliert. Beispielsweise wurden Nanopartikel in einer Matrix eingebettet,'**
Kern-Schale-Partikel™*> oder auch reine antiferromagnetische Nanopartikel mit nur einer
Doméne synthetisiert, bei denen der Effekt aus der Wechselwirkung der Kern- und
Oberflachenspins resultiert.**
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Abb. 2-15. Schematische Darstellung der Spinkonfiguration einer FM-AFM Grenzschicht (oben)
oberhalb der Néel-Temperatur und (unten) wahrend verschiedener Phasen (i)—(v) einer Hysterese
infolge des Exchange Bias verschoben unterhalb der Néel-Temperatur (aus **°).
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2.4 Oberflachenplasmonenresonanz

Nanopartikel aus Gold oder Silber weisen intensive Farben auf. Ein bekanntes Beispiel
hierfiir ist der romische Lykurgus Becher aus dem 4. Jahrhundert, der bei reflektiertem
Licht grin wund bei durchstrahltem Licht rot erscheint (siehe Abb. 2-16).
Quantenmechanisch betrachtet sind in metallischen Nanopartikeln die freien Elektronen in
Metallboxen (Quantenpunkt, engl. quantum dot) mit diskreten Energiezustanden gefangen.
Ihre De-Broglie-Wellenlénge entspricht nunmehr der Grol3e des Partikels. Zudem tritt hier
eine Lucke zwischen Leitungsband und Fermi-Niveau auf. Die frei beweglichen
Elektronen besitzen mit der Plasmafrequenz eine charakteristische kollektive
Oszillationsfrequenz, welche bei Anregung zur Plasmonenresonanz-Bande flihrt und bei
Gold im Bereich von 520 nm liegt. Das elektromagnetische Feld des wechselwirkenden
Lichtes fuhrt zu einer Schwingung des Elektronengases an der Oberflache des Partikels
bzw. die Elektronen oberhalb des Fermi-Niveaus schwingen kollektiv relativ zu den
Atomrumpfen. Es tritt die sogenannte Oberflachenplasmonenresonanz ein (siehe
Abb. 2-16).1371%

Elektromag- spharische

Goldnanopartikel

Elektronenwolke

Abb. 2-16. Darstellung der Oberflachenplasmonenresonanz spharischer Gold-Nanopartikel (hach
137 13% und Lykurgus Becher (4. Jh. v. Ch., British Museum) bei Reflexion und Transmission von
weiflem Licht.

Mithilfe der Mie-Theorie, die 1908 von Gustav Mie in seinem Artikel ,,Beitrage zur
Optik triber Medien, speziell kolloidaler Metalllosungen® verdffentlicht und nach ihm
benannt wurde,*° lasst sich die Oberflachenplasmonenresonanz erklaren und berechnen.
Sie beschreibt die exakte Losung der Maxwell-Gleichungen flr die Streuung einer ebenen,
elektromagnetischen Welle an einem spharischen Objekt. 33
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2.5 Asymmetrische Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung (AF-FFF)

Die Auftrennung verschieden grolRer Partikel mithilfe der Feld-Fluss-Fraktionierung
basiert auf dem folgendem Prinzip (siehe Abb. 2-17): Eine L6ésung der Partikel wird in
einen sehr dunnen Kanal (typische Hohe z. B. 200 um) eingespritzt, in dem ein Kraftfeld
senkrecht zur Richtung des spater angelegten (Haupt-)Flusses wirkt — bei der verwendeten
asymmetrischen Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung (engl. asymmetric flow field-flow
fractionation, AF-FFF) ist dies ein zweites Flussfeld, welches dadurch erzeugt wird, dass
der Boden des Kanals eine semipermeable Membran ist. Aufgrund ihrer unterschiedlichen
Diffusionskoeffizienten konnen unterschiedlich groRe Partikel unterschiedlich weit in
dieses Kraftfeld diffundieren und bewegen sich dadurch in verschiedenen Kanalhthen. Die
eigentlich Trennung erfolgt dann durch Anlegen des (Haupt-)Flusses: In dem
parabolischen Flussprofil, das sich dabei aufgrund der geringen Kanalhthe -einstellt,
werden die Partikel, die sich weiter in der Kanalmitte befinden, friher eluiert als
diejenigen in der Nadhe des Kanalbodens. Die Kleineren Partikel mit ihrem grof3eren
Diffusionskoeffizienten eluieren vor den groReren.

Proben- Senkrechtes

@ ﬂ einlass Kraftfeld ﬁ
) Auslass

Laufmittel-
einlass

D/ Trennkanal

Parabolisches Flussprofil

R
Parabolisches Flussprofil

Abb. 2-17. Aufbau des Trennkanals und Trennprinzip der AF-FFF (aus **).
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3  Synthese und Charakterisierung spharischer
Eisenoxid-Nanopartikel

3.1 Einleitung

Im Falle von nanoskaligen Eisenoxiden — Magnetit (FesO,), Maghemit (y-FesO,),
Héamatit (a-Fe;O3) und Wastit (Fe1.xO) — sind mittlerweile zahlreiche Publikationen Gber
mogliche Synthesewege erschienen.® 42 3 Dije ersten Darstellungen von Eisenoxid-
Nanokristallen aus Zersetzungsreaktionen von metallorganischen Vorstufen in organischen
Losungsmitteln erfolgten unter Verwendung von Eisenpentacarbonyl in Decalin Ende der
1970er Jahre.*** ' In den letzten Jahren haben sich insbesondere Darstellungsmethoden
etabliert, welche die Zersetzung von Eisenoleatkomplexen nutzen.3: 14 7 Ejsenoxid-
Nanopartikel aus derartigen Zersetzungsreaktionen zeichnen sich durch extrem geringe
Grolenverteilungen aus und neigen aufgrund einer Ligandenschicht nicht zur
Agglomeration, was sie zu hervorragenden Vorstufen fur die Nanobiotechnologie macht.
Zu diesem Zweck wurden Eisenoxid-Nanopartikel nach zwei Literatursynthesen dargestellt
und ausfihrlich charakterisiert, welche auf die Zersetzung von Eisenoleat basieren.

Die erste Synthese liefert Eisenoxid-Nanopartikel durch oxidative Zersetzung von
Eisenpentacarbonyl in Octylether.®" “° Bei dieser Synthese bilden sich zuerst in situ
Eisenoleat-Komplexe, aus denen sich im weiteren Verlauf durch thermische Zersetzung
Eisen-Nanopartikel entstehen. Direkt im Anschluss werden die Eisen-Nanopartikel mit
Trimethylamin-N-oxid oxidiert.

In der zweiten Synthese werden Eisenoxid-Nanopartikel aus der thermischen
Zersetzung von separat hergestellten Eisen(lll)-oleat in 1-Octadecen unter Beigabe
zusatzlicher Olsdure dargestellt. Hier beginnt der Eisen(lIl)oleat-Prakursor sich
schrittweise ab ca. 200 °C zu zersetzen und ab ca. 300 °C setzt die Nukleation der
Eisenoxid-Nanopartikel ein.'*" 148
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3.2 Ergebnisse und Diskussion

3.2.1 Infrarotspektroskopie

Nach der Synthese sind die Partikel mit Olsaure umhillt und bilden stabile
Dispersionen in unpolaren Lésungsmitteln. Die Koordination der Olsdure an der
Oberflache der Eisenoxid-Nanopartikel bestatigen die IR-Spektren von Olséure, Eisen(I11)-
oleat und den Eisenoxid-Nanopartikeln aus Eisen(l11)-oleat im Vergleich (siehe Abb. 3-1).
Dank der unveranderten C-H-Valenzschwingungsbanden der Alkylkette um 2900 cm™ und
der sich verdndernden C=0-Valenzschwingungsbande lasst sich feststellen, dass die
Olsaure an den Partikeln gebunden ist. Die freie Olsiure zeigt eine scharfe C=O-
Valenzschwingungsbande bei 1711 cm™. In den Spektren des Oleats und der Partikel treten
stattdessen zwei breite Banden bei 1541 cm™ und 1435 cm™ auf. In der Literatur werden
diese der antisymmetrischen und symmetrischen C-O-Streckschwingung mit einer
bidentaten Koordination der Sauerstoffatome der Carboxylgruppe an einem Eisenatom
zugeschrieben.”” Die vorherrschenden Banden im Spektrum der Eisenoxid-Nanopartikel
unterhalb 700 cm™ stammen von Fe-O Schwingungen innerhalb der Partikel.*** Die sehr
breiten Banden bei 3400 cm™ im Oleat- und Partikelspektrum sind typisch fir Wasser und
rihren wahrscheinlich von nicht trockenem Kaliumbromidpressling her, welcher als
Probenmatrix dient.

T T T
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Qo
<
£
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c
—— Olsaure
—— Fe(lll)oleat
— Eisenoxid-Nanopartikel
T T T T T T
4000 3000 2000 1000

Wellenzahl / cm™

Abb. 3-1. FT-IR-Spektren von Olsaure, Eisen(lll)-oleat und Eisenoxid-Nanopartikeln hergestellt
durch thermische Zersetzung von Eisen(lll)oleat. Die Spektren wurden normiert, indem die starkste
Bande im jeweiligen Spektrum als 100 % Transmission definiert wurde.
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3.2.2 TEM-Charakterisierung und GrofRenverteilung

In der folgenden Abbildung 3-2 sind TEM-Aufnahmen und Grolienverteilung einer
Probe aus der oxidativen Zersetzung von Eisenpentacarbonyl wiedergeben. Die Partikel
weisen eine spharische Form auf. Die Olsauremolekiile sind aufgrund ihres geringen
Streukontrastes nicht auflosbar. Die Auswertung der TEM-Aufnahmen ergab eine Grofe
von 9.4 nm mit einer sehr geringen Gro3enverteilung von nur £ 4.6 %, womit die Probe als
monodispers (o < 5 %) einzustufen ist.

Y 9.4 nm + 4.6 % |
20 4 C §

2

10 ~ -

rel. Haufigkeit / %

N\
§§ N\

0 T T
80 82 84 86 88 90 92 94 96 98 10,0 10,2 104 10,6 10,8

GroRRe / nm

Abb. 3-2. (a, b) TEM-Aufnahmen und (c) GroéRRenverteilung von monodispersen, spharischen
9.4 nm % 4.6 % y-Fe,Os-Nanopartikeln hergestellt ~ durch oxidative Zersetzung  von
Eisenpentacarbonyl.

Durch die thermische Zersetzung von separat hergestellten Eisen(lll)-oleat konnten
verschiedene GroRen monodisperser spharischer Eisenoxid-Nanopartikel in Abhangigkeit
der Konzentration an Olsaure dargestellt werden. In Abbildung 3-3 sind exemplarisch
TEM-Aufnahmen und die dazugehorigen GroRenverteilungen von Proben verschiedener
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GroRen gezeigt (13, 16 und 25 nm). Eine Erhohung der Konzentration an Olséure fiihrt zu
einer Herabsetzung der Nukleationsrate und somit zur einer gesteigerten Grofie (siehe
Abb. 2-2).
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Abb. 3-3. TEM-Aufnahmen und GréRenverteilungen monodisperser, sphérischer Eisenoxid-
Nanopartikel hergestellt durch thermische Zersetzung von Eisen(lll)-oleat. (a, d, g) 13 nm; (b, e, h)
16 nm; (c, f, i) 25 nm.
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Im Vergleich zur Literatur'®’ war die PartikelgréRe stets leicht erhoht, was an der
Darstellung und Aufarbeitung der Eisen(l11)-oleat-Vorstufe liegen kann, da dies Einfluss
auf das Syntheseergebnis nehmen kann. Die Aufarbeitung und damit die Reinheit des
Eisen(l11)-oleats erwiesen sich als wesentliche Faktoren fiir die Giite der Partikel, ahnlich
wie es auch in der Literatur beobachtet wurde.*’

Fur die MoRbauerspektroskopie der Eisenoxid-Nanopartikel aus Eisen(ll1)-oleat
wurden 20 nm Nanopartikel verwendet (siehe Kapitel 3.2.4), wie sie in Abbildung 3-4
abgebildet sind. Die Probe weist eine GroRenstandardabweichung von unter 5% auf.
Allerdings sind Partikel mit Grof3en von 15 bis 26 nm vorhanden.
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Abb. 3-4. (a, b) TEM-Aufnahmen und (c) GrdRenverteilung von sphéarischen Eisenoxid-
Nanopartikeln hergestellt durch thermische Zersetzung von Eisen(lll)-oleat.
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3.2.3 RoOntgendiffraktion

Das Rontgendiffraktogramm der 9 nm Eisenoxid-Nanopartikel aus Eisenpentacarbonyl
in Abbildung 3-5 zeigt die charakteristischen Reflexe fiir Eisenoxid und der aus den
Vollprofilanalysen erhaltene Wert fiir die Gitterkonstante liegt mit ~8.36 A nahe dem Wert
von Bulk-Maghemit mit 8.34 A% Zudem steht die ermittelte KristallitgroBe mit
8.6(1) nm im Einklang mit der aus den TEM-Untersuchungen abgeleiteten Partikelgrofie.
Die Ubereinstimmung der beiden GroRen spricht fiir eine hohe Kristallinitat der Partikel.

[ IR
gemessene Intensitat

—— berechnete Intensitat
Differenz, prz 5.1

Intensitat / willk. Einheiten

Streuvektor Q / A™

Abb. 3-5. Rontgendiffraktogramm von spharischen 9 nm y-Fe,Os-Nanopartikeln hergestellt durch
oxidative Zersetzung von Eisenpentacarbonyl.

Fur die Eisenoxid-Nanopartikel aus Eisen(l11)-oleat nahern sich die verfeinerten Daten
mit zunehmender GréRe (25 nm) den fiir Maghemit charakteristischen Werten von 8.39 A
an. Kleinere Eisenoxid-Nanopartikel lassen sich als Mischungen von Maghemit und
Magnetit auswerten und es ergeben sich kleinere Gitterkonstanten, wobei die 10 nm
Nanopartikel mit ca. 8.36 A noch (iber den Wert von Maghemit liegen. Allerdings gilt es
bei der Betrachtung der Werte zu berlicksichtigen, dass die Beugungsdaten auf eine eher
geringer ausgepragte Kristallinitat hindeuten. Zumal die Kristallitgrof3e der einzelnen
Komponenten von Maghemit und Magnetit stets weit unter der aus der
Elektronenmikroskopie ermittelten PartikelgroRe lag. Folglich lasst sich hier nur allgemein
feststellen, dass ein flieRender Ubergang von Maghemit zu Magnetit hin stattfindet. Die
Abbildung 3-6 zeigt exemplarisch das RoOntgendiffraktogramm von 19 nm Eisenoxid-
Nanopartikeln. Die berechnete Intensitat setzt sich aus Anteilen von Magnetit und
Maghemit zusammen.
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Abb. 3-6. Rontgendiffraktogramm von 19 nm Eisenoxid-Nanopartikeln hergestellt durch thermische
Zersetzung von Eisen(lll)-oleat.

3.2.4 MoRbauerspektroskopie

Das MoRbauerspektrum bei 5K der 9nm  Eisenoxid-Nanopartikel aus
Eisenpentacarbonyl in  Abbildung 3-7  zeigt ein  statisches  Spektrum  mit
Hyperfeinfeldaufspaltung. Um die Verteilung der Hyperfeinfeldparameter zu erhalten,
wurden die Daten mit einem Voigt-basiertem Fit-Modell mit zwei Sextetten analysiert.
Hierbei ergaben sich Isomerieverschiebungen (I1S) von 0.31(1) und 0.58(1) mm/s sowie die
Quadrupolaufspaltungen (QS) von jeweils 0.00(2) mm/s und den magnetischen
Hyperfeinfeldern (Hyr) 496(58) und 519(18) kOe, welche sich den Fe*-lonen auf den tetra-
und octahedralen Platzen zuordnen lassen (orangene und blaue Linie). Die schwarze Linie
entspricht der Summe der gefitteten Linien. Sowohl der Verlauf des Sextetts, bei dem die
aulerste Bande im negativen Bereich die starkste Absorption aufweisen als auch die Werte
der Hyperfeinfelder lassen auf hoch kristalline y-Fe,Os-Nanokristalle schliefen.

Die Abbildung 3-7 zeigt auch die Messung bei 295 K. Da hier nur ein dynamisches
Spektrum ohne magnetische Aufspaltung vorliegt, muss die Messtemperatur weit tber der
Blockierungstemperatur der Maghemit-Nanopartikel liegen. Dementsprechend wurde das
Spektrum mit einer dynamischen Line Shape Site Analyse (vorgegebenes Hyperfeinfeld
von 500 kOe) als Singulett (1S = 0.37(1) mm/s) gefittet.

Des Weiteren wurden fir die Untersuchungen mittels MoRbauerspektroskopie
sphérische Eisenoxid-Nanopartikel aus Eisen(lll)-oleat mit einer Groéfe von 20 nm
verwendet (vgl. Kapitel 3.2.2). Im komplexen Mo6Rbauerspektrum bei 295 K in
Abbildung 3-8 waren nicht nur eine Uberlagerung von mehreren Sextetten vorhanden,
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sondern auch die Anteile eines statischen und dynamischen Spektrums. Die Auswertung
der Daten bei 295 K erfolgte mit einer dynamischen Line Shape Site Analyse, bestehend
aus einem Singulett und drei weiteren Sextetten. Hierbei wurden die
Quadrupolaufspaltungen als 0-wertig definiert. Die gefitteten Sextette machten anteilig ca.
70 % des Spektrums aus und entsprachen dem statischen Anteil des Spektrums. Davon
lieBen sich zwei Sextette mit jeweils ca. 30% Magnetit zuordnen (IS =0.52(1),
Hps = 418(11) kOe, rote Line; IS = 0.52(1), Hns = 364(28) kOe, blaue Line) und das dritte
Sextett mit ca. 10 % Maghemit (IS =0.35(1), Hps = 452(98) kOe, orangefarbene Linie).
Die restlichen ~30 % machte das Singulett (IS 1.06(1) mm/s, griin) aus, was den
dynamischen Anteil bzw. kleinere Kristallite mit superparamagnetischer Relaxation
reprasentierte. Die Messtemperatur von 295 K lag somit nahe der Blockierungstemperatur
der Probe in der M6Rbauerspektroskopie.

Absorption / %

v/mms™

Abb. 3-7. M6Rbauerspektrum bei 295 K und 5 K von 9 nm y-Fe,Os-Nanopartikeln hergestellt durch
oxidative Zersetzung von Eisenpentacarbonyl (Messdaten schwarze Punkte, Gesamtfit schwarze
Linie). Bei 295 K zeigen die Partikel superparamagnetische Relaxation.

Die Daten fir das statische Spektrum bei 5 K wurden mit einem Voigt-basiertem Fit-
Modell mit drei Sextetten gefittet (siehe Abb. 3-8). Auch hier lassen sich zwei Sextette
(1IS=0.96(1) mm/s, QS = -0.18(2) mm/s, 457(72) kOe, rote Linie; IS =0.62(1) mm/s,
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QS = 0.00(2) mml/s, 506(23) kOe, blaue Linie) Magnetit zuordnen und eines Maghemit (1S
= 0.34(1) mm/s, QS = 0.00(2) mm/s, 505(17) kOe, orangefarbene Linie). Allerdings fuhrt
nicht nur die nanoskalige GréfRe des Materials, sondern auch die nichtstchiometrische
Zusammensetzung der Partikel zu Abweichungen der Werte von idealen Bulk-Magnetit
und -Maghemit, was die Auswertung der Spektren erschwert.'>! °2

Absorption / %

v/mms™

Abb. 3-8. Mol3bauerspektrum bei 295 K und 5 K von 20 nm Eisenoxid-Nanopartikeln hergestellt
durch thermische Zersetzung von Eisen(lll)-oleat (Messdaten schwarze Punkte, Gesamtfit
schwarze Linie). In beiden Spektren sind Anteile von Maghemit (orange) und Magnetit (rot, blau)
vorhanden. Bei 295 K weist ein Teil der Partikel superparamagnetische Relaxation auf (griin).

Das Gesamtverhaltnis Magnetit zu Maghemit betragt nach den gefitteten Daten bei 5 K
ungeféhr 2:1. Im Vergleicht mit dem Verhéltnis beim statischen Anteils des Spektrums bei
295 K (6:1) zeigt sich, dass bei den kleineren Kristalliten die Maghemitphase vorherrscht,
wéhrend bei den groReren Kristallite die Magnetitphase dominiert. Dies ist im Einklang
mit den Ergebnissen der Rontgendiffraktion und der Literatur.**’ Der Anstieg der
Magnetitphase mit zunehmender Grofie wird den Zersetzungsprozessen des Eisen-Oleat-
Komplexes zugeschrieben.'*®
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3.2.5 SQUID-Magnetometrie

Bei der Messung des magnetischen Moments m in Abhdngigkeit eines angelegten
Magnetfeldes bei 300 K wurde kein Koerzitivfeld von den 9 nm Maghemit-Nanopartikeln
aufgebaut. Sie verhielten sich bei Raumtemperatur superparamagnetisch (siehe
Abb. 3-9a). Im Gegensatz dazu bildete sie bei 5K eine Hysteresekurve aus. Die
Blockierungstemperatur, welche aus der ZFC-Kurve bestimmt wurde, betrug 101 K (siehe
Abb. 3-9 b). Die Sattigungsmagnetisierung naherte sich 40 emu/g an und stimmte mit der
Literatur tiberein.*® * 1! Sje lag damit deutlich unter dem Wert von Bulk-Maghemit mit

~80 emu/g.”" %2

Anhand der Magnetisierungskurven bei 5 K und 300 K ist deutlich zu erkennen, dass
Eisenoxid-Nanopartikel aus Eisen(l11)-oleat mit einem Durchmesser von 16 nm ebenfalls
bei Raumtemperatur (300 K) superparamagnetisches Verhalten zeigten (siehe
Abb. 3-10 a).

Die Sattigungsmagnetisierung ging gegen 25 emu/g, erreichte aber noch kein Plateau.
Sie lag damit unter dem Wert des VVolumenmaterials sowohl von Maghemit (~80 emu/g)®"
153 als auch von Magnetit (90 — 100 emu/g)® " %", Sie war im Vergleich auch niedriger als
die kleineren 9 nm Maghemit-Nanopartikel. Da die Ergebnisse der Rontgendiffraktion und
MoRbauerspektroskopie im Gegensatz zu den Maghemit-Partikeln nur auf eine geringe
Kristallinitdat der Eisenoxid-Nanopartikel hindeuteten, ist davon auszugehen, dass die
verminderte Sattigungsmagnetisierung auf die Spinverkippung im Bereich der Oberflache
zurickging. Diese wurde entweder durch eine verringerte Koordination und
unterbrochenen Austausch an der Oberflache oder gebrochener Symmetrie in Kombination

mit Fehlordnungen im Kristall verursacht (siehe Kapitel 2.3.6).

Zudem trat eine geringe Verschiebung der Hysteresekurve auf, so dass diese nicht
mehr symmetrisch zum Koordinatenursprung war. Dieser Exchange Bias-Effekt wurde bei
verschiedenen magnetischen Nanopartikeln beobachtet und ein Kern-Schale-Prinzip
postuliert, bei dem Austauschwechselwirkungen zwischen den Spins des Kerns und der
Oberflache stattfinden, wie es auch beispielsweise bei Maghemit-Magnetit-Kern-Schale-
Partikeln vorgefunden wurde.™*

Die FC- und ZFC-Kurve in Abbildung 3-10 b zeigen den charakteristischen Verlauf fur
superparamagnetische Nanopartikel und die Blockierungstemperatur betrug 207 K. Auch
hier deckten sich die Resultate der magnetischen Messungen mit der Literatur.*” In der
ZFC-Kurve trat eine Stufe zwischen 100 und 150 K auf, welche mdglicherweise ihre
Ursache im Verwey-Ubergang des Materials hatte (siehe Kapitel 2.2). Auf dieses
experimentelle Phanomen wird in Kapitel 5.2.7 néher eingegangen.
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Abb. 3-9. Magnetisierungskurve in Abhangigkeit von (a) dem Magnetfeld und (b) von der
Temperatur von sphéarischen 9 nm y-Fe,Os-Nanopartikeln. Die vergrof3erte Darstellung um den
Koordinatenursprung in (a) verdeutlicht das superparamagnetische Verhalten der Nanopartikel mit
Hc = 0 bei 300 K.
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Abb. 3-10. Magnetisierungskurve in Abhéangigkeit von (a) dem Magnetfeld und (b) von der
Temperatur von sphéarischen 16 nm Eisenoxid-Nanopartikeln. Die vergrof3erte Darstellung um den
Koordinatenursprung in (a) verdeutlicht das superparamagnetische Verhalten der Nanopartikel mit
Hc = 0 bei 300 K.
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3.3 Zusammenfassung und Ausblick

Mittels zweier unterschiedlicher Synthesen konnten monodisperse, spharische
superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel in GrolRen zwischen 9 bis 25 nm hergestellt
werden. Rontgendiffraktion und MoRbauer-Untersuchungen wurden zur Phasenanalyse
herangezogen. Bei den Nanopartikeln, welche aus der thermischen Zersetzung von
Eisenpentacarbonyl mit anschlieBender Oxidation von Trimethylamin-N-oxid erhalten
wurden, handelte es sich bei einer GroRe von 9 nm um gut kristallisierte Maghemit-
Partikel. Dahingegen bestanden die Eisenoxid-Nanopartikel, welche aus der thermischen
Zersetzung von Eisen(lll)-oleat stammten, aus einer Mischung aus Maghemit und
Magnetit. Das Verhéltnis hing von der PartikelgréRe ab und verschob sich mit
zunehmender Grol3e von der oxidierten y-Fe,Os-Phase zur teiloxidierten FesO4-Phase hin.

Der Superparamagnetismus beider Eisenoxid-Nanopartikelsorten wurde anhand von
SQUID und MoRbauermessungen bestatigt. Die Sattigungsmagnetisierungen der
Nanopartikel lagen mit ca. 40 emu/g unter dem Wert der makroskopischen Festkorper. Die
Eisenoxid-Partikel mit Mischphase weisen im Vergleich zu den Maghemit-Nanopartikeln
einen niedrigeren Sattigungswert auf, was an der geringen Kristallinitat lag und zu einer
erhohten Spinverkantung fuhrte.

Die beiden Synthesen zeichnen sich durch eine gute Reprodurzierbarkeit aus und
lieferten Partikel mit einer leichten Dispergierbarkeit und einer langen Stabilitdt in
unpolaren Medien. Fur die Darstellung der Eisenoxid-Nanopartikel mit Mischphase stellte
sich die Vorstufe des Eisen(lll)-oleat als ein wesentlicher Parameter fir das
Syntheseergebnis heraus.

Aufgrund der variablen GroRe sowie ihrer Synthese in grolem Malstab von mehreren
Gramm fanden ausschlieBlich Eisenoxid-Nanopartikel fir weitere Experimente
Verwendung.

3.4 Experimentelles

Zusatzliche experimentelle Informationen wie eine Ubersicht der verwendeten
Chemikalien und der Analyseverfahren finden sich im Kapitel 14.

3.4.1 Synthese von Eisenoxid-Nanopartikeln aus Eisenpentacarbonyl

Die ca. 9 nm grolRen Eisenoxid-Nanopartikel wurden durch oxidative Zersetzung von
Eisenpentacarbonyl nach Hyeon und Mitarbeiter hergestellt.*> Die Reaktion wurde unter
Argonatmosphare durchgefiihrt. Zunachst wurden 1.28 g (4.56 mmol) Olséaure, 10 ml
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Dioctylether auf 100 °C erhitzt und 0.2 ml (1.52 mmol) Fe(CO)s injiziert. AnschlieRend
wurde die Reaktionslosung 1 h unter Riickfluss erhitzt. Nachdem sie auf Raumtemperatur
abgekihlt war, wurden 0.34 g (4.56 mmol) (CH3)3sNO beigegeben und die Reaktionslésung
wieder auf 130 °C fur 2 h erhitzt. Daraufhin wurde die Reaktionslésung langsam auf
Riickfluss gebracht und fir 1 h dort gehalten. Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur
wurden die Nanopartikel mit Ethanol (ca. 60 ml) gefallt, fir 10 min bei 9000 U/min
zentrifugiert und wieder in Hexan (ca. 15 ml) gelost. Der Waschvorgang wurde zwei
weitere Male wiederholt. Die Nanopartikel wurden in Hexan bei 4 °C gelagert.

3.4.2 Synthese von Eisen(lll)-oleat

Fiir die Synthese von Fe(oleat); nach Jana et al.'® wurden 27.0g (150 mmol)
FeCls*6H,0 in 500 ml Methanol gel6st und langsam zu einer Lésung von 12.0 g NaOH in
800 ml Methanol bei Raumtemperatur getropft. Die Losung farbte sich zundchst orange
und ein brauner Niederschlag fiel schon wahrend der Zugabe aus. Nach beendeter Zugabe
wurde noch 30 min geriihrt. Der Uberstand wurde abdekantiert. Um Uberschissige
Olséure, andere organische Bestandteile und Salzreste zu entfernen, wurde das Eisen(I11)-
oleat 4-mal mit Methanol gewaschen, in Hexan geloést und mit Reinstwasser
ausgeschuttelt. Die wéssrige Phase wurde verworfen. Die organische Phase wurde Uber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel erst im Grobvakuum und abschlie3end
im Feinvakuum entfernt. Es blieb ein rotbrauner, wachsartiger Feststoff zuriick.

3.4.3 Synthese von Eisenoxid-Nanopartikeln aus Eisen(lll)-oleat

Die Synthese der Eisenoxid-Nanopartikel erfolgte nach Park et al mit leichten
Abanderungen.**” Fiir 16 nm Nanopartikel wurden 1.8 g (2 mmol) Eisen(l11)-oleat, 317 ml
(1 mmol) Olsédure in 10 ml 1-Octadecen gelést und mittels Schlenk-Apparatur bei 70 °C
3-mal evakuiert und mit Argon geflutet. Die Reaktionslésung wurde mit einer Heizrate von
3.3 °C auf Ruckflusstemperatur (315 — 320 °C) erhitzt und dort fiir 30 min belassen. Nach
dem Abkuhlen auf Raumtemperatur wurden die Partikel mit Ethanol und Zentrifugation
bei 9000 U/min fir 10 min gefallt. Der Uberstand wurde verworfen und der Niederschlag
in Hexan gel6st und wiederholt mit Ethanol und Zentrifugieren geféllt. Nach erneutem
Lésen in 20 ml Hexan und Zugabe von ca. 0.1 ml Olsaure, wurde die Losung fir 5 min bei
9000 U/min zentrifugiert. Diesmal wurde der kaum vorhandene Bodensatz verworfen und
der Uberstand bei 4 °C unter Argon gelagert.
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4  Studien zur Formgebung von Eisenoxid-
Nanopartikeln mittels Kupferadditiven

4.1 Einleitung

In den letzten Jahren wurde an zahlreichen Beispielen belegt, dass nicht nur die GroRe
die Eigenschaften von Nanopartikeln maRgeblich beeinflusst, sondern auch ihre Form. Es

konnten verschiedene Formen von unterschiedlichen Nanopartikeln dargestellt werden.* >
87, 156-159

Die Nanopartikelform wird im Wesentlichen von drei Faktoren bestimmt, namlich der
kristallinen Phase, der Oberflachenenergie und des (thermodynamisch oder kinetisch
kontrollierten) Wachstums.®” *** Die Oberflachenenergie der kristallographischen Flachen
eines Kristallkeims bt starken Einfluss auf das anisotrope Wachstum des Nanokristalls
aus. Flachen mit hoher Oberflachenenergie wachsen schnell und Flachen mit niedriger
Oberflachenenergie langsam, so dass die schneller wachsenden Flachen mit der Zeit
verschwinden und der Kristall von der am langsamsten wachsenden Fléachen begrenzt wird.
Bei gleichen Wachstumsraten entlang der verschiedenen Kristallachsen entstehen
spharische bzw. quasispharische Partikel, wie beispielsweise Kuboktaeder. Wenn die
Wachstumsrate entlang der <111> Richtung schneller als die in <100> Richtung ist,
entstehen Nanokuben.

Die Oberflachenenergie und die Wachstumsgeschwindigkeit entlang bestimmter
Richtungen konnen durch verschiedene experimentelle Parameter gezielt beeinflusst
werden, wie unter anderem durch Zugabe von oberflachenaktiven Substanzen. Das Steuern
der Nanokristallform unter Verwendung eines Liganden kann so verstanden werden, dass
die Energien einzelner Kristallflichen durch Chemiesorption des Liganden
thermodynamisch begiinstigt werden.™ 2 Mithilfe von ab initio Kalkulationen konnte eine
freigesetzte Bindungsenergie bei der Bindung von Zitronensdure an eine Ag(111)-
Oberflache von 13.8 kcal/mol  errechnet werden, wohingegen aufgrund des
unterschiedlichen Bindungsverhaltens der Zitronenséure sich fiir eine Ag(100)-Oberfléche
lediglich 3.7 kcal/mol ergaben.'®

Bei Eisenoxid-Nanopartikel wurde — neben der sphérischen Form — (ber eine
Liganden-vermittelte Formkontrolle insbesondere die kubische Morphologie erhalten,*®*
und zwar beispielsweise durch die Zugabe von Natriumoleat.*” °% |n einer Studie von
Gao et al. konnte mit Trioctylphosphinoxid als zuséatzliche, oberflachenaktive Substanz
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nahezu  ausschlieflich  kubenférmige  Proben  synthetisiert werden.  Andere
Zusammensetzungen lieferten inhomogene Proben an Eisenoxid-Nanopartikeln mit
unterschiedlichen Formen.*®

Sun und Mitarbeiter synthetisierten kubische MnFe,O4-Nanopartikel durch die
Reaktion von  Eisen(lll)-acetylacetonat und  Mangan(ll)-acetylacetonat  mit
1, 2-Hexadecandiol als Reduktionsmittel in Dibenzylether in Gegenwart von Oleylamin
und Olsaure,*®" %8 ahnlich wie sie hier gefiihrt wurde. Als bei der Synthese der MnFe,0,-
Nanopartikel das Verhaltnis von Surfaktant/Fe(acac); unter 3:1 gesenkt wurde, wurden
quasispharische Partikel erhalten.®® Insbesondere sei hier auf die Arbeit von Yang et al.'*®
verwiesen, die nach der gleichen Synthese wie Sun und Mitarbeiter kubische statt
spharische Eisenoxid-Nanopartikeln ohne zusétzliche Additive darstellen konnten. Es
wurden lediglich die Heizdauer und die Menge an 1,2-Hexadecandiol abgeéndert sowie
das Olsaure- zu Oleylaminverhaltnis auf 4:1 angehoben. Sie erklaren diese Ergebnisse
damit, dass die Carboxylgruppe der Olsaure selektiv an unterschiedliche Kristallflachen
bindet, wahrend die schwache Bindung des Amins isotrop ist. Anhand der
Mengenzusammensetzung wurde so eine Kontrolle der Reaktivitat der Carboxylgruppe
erreicht, welche zu verénderten Wachstumsdynamiken fiihrte. Des Weiteren konnten in
mehreren Publikationen durch Variationen diverser Reaktionsparameter kubische
35, 147, 170-174

Eisenoxid-Nanopartikel realisiert werden.

146, 168, 175 \yurde in unserer

Basierend auf den Arbeiten von Sun und Mitarbeiter
Arbeitsgruppe die Synthese von Ferrit-Nanopartikeln aus der thermischen Zersetzung von
Eisen(l11)-acetylacetonat untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass die Zugabe von
Kupfer(ll)-acetylacetonat die Form von Magnetit-Nanopartikeln beeinflussen kann und
eine Synthese fiir kubische FesO4-Nanopartikel erarbeitet.”® Diese zu optimieren und zu
priifen, ob die Zugabe von Kupferadditiven eine generelle Formkontrolle bei der Synthese

von Eisenoxid-Nanopartikeln erlaubt, ist Gegenstand dieses Kapitels (siehe Abb. 4-1).

J J

d 9 9 9
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Fe™

Abb. 4-1. Schma zum formgebenden Einfluss von Kupfer als Additiv bei der Synthese von
Magnetit-Nanopartikeln.
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4.2 Ergebnisse

Fur die Synthese von kubischen Eisenoxid-Nanopartikeln wurden die Prékursor
Eisen(l11)- und Kupfer(ll)-acetylacetonat im Verhéltnis 2:1 in Diphenylether vorgelegt und
dquimolare Mengen an Oleylamin und Olsdure als oberflachenaktive Liganden
beigegeben. Ein Uberschuss an 1,2-Hexadecandiol diente als mildes Reduktionsmittel. Um
monodisperse Proben nach dem Mechanismus von LaMer zu erhalten (siehe Kapitel 2.1),
wurde die Reaktion 2 h bei 195 °C gehalten, da sich bei dieser Temperatur das Fe(acac)s
zersetzt.®” Im Anschluss wurde die Reaktionsldsung auf Riickflusstemperatur (~259 °C)
erhitzt. Die Nanopartikel wurden durch Fallung mit Ethanol und Zentrifugieren vom
Reaktionsriickstand abgetrennt.

Diese Synthesevorschrift liefert Eisenoxidkuben wie sie in der TEM-Aufnahme in
Abbildung. 4-2 zu sehen sind — hier mit einem Durchmesser von 13 bis 15 nm. Wie auch
hier zu erkennen, waren stets sphérische Nanopartikel und andere Formen in
unterschiedlichen Grofen vorzufinden.

Exemplarisch  sind in  Abbildung 4-2 zwei ROntgendiffraktogramme  von
unterschiedlichen GroRRenverteilungen wiedergeben. Die Werte der Gitterkonstanten, die
aus den Verfeinerungen erhalten wurden, schwankten stets um 8.37 A mit Abweichungen
von ca. 0.05A. Ein wichtiges Merkmal ist, dass hier keine Reflexe von kristallinen
Kupferverbindungen in den Diffraktogrammen auftraten. Die Rontgendiffraktogramme
aller Proben sind mit denen in Abbildung 4-2 a und b kongruent und daher im Folgenden
nur gezeigt, wenn sie zusétzliche Informationen liefern. Zugleich wiesen
atomabsorptionspektroskopische Messungen samtlicher Proben mit Kupferadditiven
keinen nennenswerten Kupferanteil auf. Der Anteil lag in der Regel weit unter 5 %.
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Abb. 4-2. a) TEM-Aufnahme und b, ¢) Rontgendiffraktogramme von Fe;O4-Kuben hergestellt mit
Zusatz von Kupfer(ll)-acetylacetonat (nach ).

Die Kontrollreaktionen ohne Kupfer lieferten 3 bis 4 nm grof3e sphérische Eisenoxid-
Nanopartikel (siehe Abb. 4-3), wie von Sun und Mitarbeiter beschrieben.**

Abb. 4-3. TEM-Aufnahme von sphérischen Fe;O4-Nanopartikeln (~ 4 nm) hergestellt ohne Zusatz
von Cu.
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Um den Einfluss von Kupferverbindungen auf die Reaktion naher zu untersuchen,
wurden in einer Versuchsreihe verschiedene Reaktionsparameter variiert. Ansatze ohne
Oleylamin lieferten ebenfalls Proben mit hoher Ausbeute an Kuben. Die Abbildung
4-4 zeigt das Diffraktogramm mit der dazugehérigen TEM-Aufnahme. Aufféllig waren
hier die veranderten Intensitdten der Reflexe. Im Kontrast zu den Diffraktogrammen in
Abbildung 4-2 c, wiesen der (400) und der (440) Reflex erhohte Intensitaten auf, wéhrend
der (311) Reflex deutlich schwécher in Erscheinung trat. Diese Intensitatsverschiebung
kann damit erklart werden, dass bei kubischen Nanopartikeln in einer Anordnung (engl.
assembly) eine bevorzugte Kristallausrichtung der {100} Ebenen parallel zum Trager
auftreten kann.’®® 1% Der Wert der Gitterkonstante mit 8.34(1) A lag hier bei den fiir
Maghemit typischen Werten.

311

400

—— gemessene |ntensitat
berechnete Intensitét
—— Differenz, R = 4.0

w

Intensitat / willk. Einheiten

: , : :
2 3 4 5
Streuvektor Q /A”

Abb. 4-4. Rontgendiffraktogramm mit Einschub TEM-Aufnahme von kubischen Eisenoxid-
Nanopartikeln hergestellt mit Zusatz von Kupfer(ll)-acetylacetonat und ohne Zusatz von Oleylamin.

Als zusatzliche Kontrolle wurden Reaktionen ohne die Anwesenheit von Oleylamin
und Kupfer(ll)-acetylacetonat durchgefiihrt. Diese Proben wurden polydispers und
verschiedene Formen traten auf, wie es exemplarisch in Abbildung 4-5 zu sehen ist.
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Abb. 4-5. TEM-Aufnahme von Eisenoxid-Nanopartikeln hergestellt ohne Zusatz von Kupfer(ll)-
acetylacetonat und Oleylamin.

Zudem wurde ein moglicher Einfluss des Ldsungsmittels untersucht. Der Ersatz von
Phenylether als Ldsungsmittel durch dquivalente Volumina an Trioctylamin oder 1-
Octadecen zeigte keinen wesentlichen Einfluss auf die Reaktionsergebnisse, wohingegen
die Proben mit Dibenzylether eine breitere Streuung an GrolRe und Formen aufwiesen
(siehe Abb. 4-6).

Abb. 4-6. TEM-Aufnahmen Eisenoxid-Nanopartikel hergestellt in a) n-Trioctylamin, b) 1-Octadecen
und c) Dibenzylether unter Zusatz von Kupfer(ll)-acetylacetonat.

Die Ergebnisse unter Verwendung von Kupfer(ll)-formiat anstelle von Kupfer(Il)-
acetylacetonat deckten sich mit denen des Kupfer(Il)-acetylacetonats. Die Proben, in denen
das Kupfer(ll)-formiat als Hydrat verwendet wurde und nicht getrocknet vorlag, lieferten
homogenere Proben. Ein Austausch des Kupferprékursors durch Silber(l)-carbonat als
Metall mit ahnlichen chemischen Eigenschaften beziglich Bindungseigenschaften von
Aminen bewirkte in der Tat in geringem MaRe die Ausbildung von kubischen Eisenoxiden,
wie in der TEM-Aufnahme (Abb. 4-7 b) zu erkennen ist. Allerdings bildete sich vor den
Eisenoxid-Nanopartikeln anscheinend bereits Silber-Nanopartikel, auf denen eine
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Eisenoxid-Domane aufwuchs, so dass ein grofler Anteil an Ag@Fe3;O4-Nanopartikeln
vorhanden ist (siehe Abb. 4-7 a und c). Dieses tritt ein, obwohl die Zersetzungstemperatur
des AgCO; mit 218 °C*"" iber der von Fe(acac)s mit 195 °C*’ und unter der von Cu(acac),
mit variierenden Literaturangaben von > 245 bis 286 °C'"® 17 |iegt. Die GréRe und Form
der Eisenoxid-Domanen und der freien Eisenoxid-Nanopartikel variiert hierbei jedoch
stark. Aufgrund des starkeren Streukontrasts erscheint das Silber im Vergleich zum
Eisenoxid in den TEM-Aufnahmen dunkler. Da der Kontrast auch von der Orientierung
zum Elektronenstrahl abhédngt, erscheinen einzelne Eisenoxid-Nanopartikel extrem
kontraststark. Ansédtze mit 1 mmol Silber(l)-carbonat ergaben homogenere Proben als
Ansétze mit 0.5 mmol. Dementsprechend traten im Rontgendiffraktogramm neben den
Reflexen von Magnetit weitere auf, die sich elementarem Silber zuordnen lieBen (siehe
Abb. 4-7 c). Der Wert der Gitterkonstante flr die Eisenoxid-Nanopartikel betrug bei diesen
Proben 8.387(3) A und der der anderen Komponente 4.085(6) A, was mit den Literaturwert
fur Silber tibereinstimmt.*®
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Abb. 4-7. a) Rontgendiffraktogramm (Reflexbeschriftung: Fe;O, schwarz, Ag griin), b) und c) TEM-
Aufnahmenen von Fe;0,4- und Ag@FesO4-Nanopartikeln hergestellt mit Ag(CO)a.
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1,2-Hexadecandiol ist nur mit einer Reinheit von 90 % kommerziell erhaltlich. Um
einen moglichen Einfluss von Verunreinigungen auszuschliel3en, wurde 1,2-Hexadecandiol
aus der Epoxidierung von 1-Hexadecen mit Perameisensdure mit anschlieRender
Diolbildung durch Erhitzen in ethanolischer Kaliumhydroxidlosung dargestellt.’®* Die
NMR-Daten und die Schmelzpunktbestimmung weisen auf ein reines Produkt hin. Diese
und weitere Daten sind im experimentellen Teil 4.5.3 angeben. Die Synthese der kubischen
Eisenoxide zeigte jedoch im Ergebnis keinen Unterschied zwischen dem kommerziell
erhaltlichen und dem dargestellten 1,2-Hexadecandiol. Flr die meisten Reaktionen wurde
letzteres verwendet.

Um die allgemeine Wirksamkeit des Kupfers als formgebendes Element weiter zu
priifen, wurde eine weitere VVorschrift fir monodisperse sphérische Eisenoxid-Nanopartikel
iiberarbeitet. Die spharischen Eisenoxidpartikel, die nach Park et al.**’ ausgehend von
Eisen(l11)-oleat dargestellt wurden, sind in Kapitel 8 ndher beschrieben. Der Ansatz wurde
auf aguimolare Mengen an Fe(l11)-oleat herunterskaliert und mit gleichen Aquivalenten an
Kupfer(l)-acetylacetont bzw. Kupfer(ll)-formiat und Oleylamin versetzt. Das
Losungsmittel wurde bei dem in der Literatur angegebenem 1-Octadecen belassen und bei
der Zugabe von Olsdure das bereits vorliegende Oleat mit in den Aquivalenten
beriicksichtigt. Es war zu beobachten, dass die Partikel nicht mehr die hohe Einheitlichkeit
an spharischer Form aufwiesen (vgl. Abb. 4-8).

Abb. 4-8. TEM-Aufnahmen von Eisenoxid-Nanopartikeln aus Eisen(lll)-oleat nach Park et al.**’

hergestellt mit Zusatz von Kupfer(ll)-formiat.

Der Uberstand, der beim ersten Fallen der Partikel auftrat, war bei der gesamten
Versuchsreihe mit Kupferadditiven durchgehend rétlich bis dunkelbraun gefarbt. TEM-
Untersuchungen des Uberstandes zeigten meist nur einzelne Partikel oder wenige, sehr
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kleine Nanopartikel (> 3 nm). AAS-Messungen ergaben sehr geringe Konzentrationen an
Kupfer und Eisen.

Nach dem Zentrifugieren der Reaktionslosung von Ansatzen mit Kupferverbindungen
in reinem Hexan war ausnahmslos ein kupferfarbener Niederschlag mit schwarzen
Anteilen vorhanden (siehe Abb. 4-9). Laut AAS-Messungen setzte sich der Bodensatz
uberwiegend aus Kupfer mit Eisenanteilen zusammen. Die Verhéltnisse schwankten in
Abhéngigkeit der Probe. Je mehr Verunreinigungen in Form von groRen Eisenoxid-
Partikeln auftraten, desto groler war der Eisenanteil im Niederschlag. Die
Rontgendiffraktion bestétigte, dass es sich um elementares Kupfer und um Kkeine
Kupferverbindungen  handelte. In  Abbildung 4-9 ist  exemplarisch  ein
Rontgendiffraktogramm des Rickstands wiedergeben. In diesem Uberlagerten die Reflexe
des Kupfers mit denen des Eisenoxides. Nur der (200) Reflex war eindeutig dem Kupfer
zuzuweisen. Die ermittelten Gitterkonstanten von 8.380(1) A und 8.361(1) A stimmen mit
den Literaturwerten fiir Magnetit und Kupfer berein.!® Untersuchungen des
Niederschlags am TEM zeigten, dass dieser sich vornehmlich aus stark dispersem
Material, welches eine GroRRe von ca. 30 nm bis in den Mikrometerbereich aufwies, und
wenig mitgefallten Nanopartikeln zusammensetzte.
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Abb. 4-9. Réntgendiffraktogramm und Bild des Bodensatzes nach Zentrifugieren in reinem Hexan.
Das Rontgendiffraktogramm zeigt eine Mischung aus Magnetit und elementaren Kupfer
(Reflexbeschriftung: Fe;04 schwarz, Cu orange).
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4.3 Diskussion

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, wurden in mehreren Veroffentlichungen durch
die Zugabe von Natriumoleat bei der thermischen Zersetzung von metallorganischen
Vorstufen  in  organischen  Losungsmitteln  Eisenoxid-Nanokuben  erhalten.
Leitfahigkeitsmessungen zeigten, dass es durch die Beimischung von Natriumoleat zu
signifikant gesteigerten Werten bei héheren Temperaturen (ca. 200 °C) kommt, was auf
eine Dissoziation von Natriumoleat zuriickgefuhrt wurde. Daraus wurde geschlossen, dass
durch gesteigerte Konzentration an ,,freien” Ionen, speziell Oleat-lonen, eine verdnderte
selektive Adhdsion an den Kristallflachen stattfindet und als Folge die
Wachstumsgeschwindigkeit der {100} Kristallflichen gesenkt wird. Ferner fihrten
Metalloleate mit entsprechenden Dissoziationsverhalten und daher Ubereinstimmenden
Leitfahigkeitswerten von Natriumoleat zu &hnlichen Ergebnissen. Dahingegen lieferten
Metalloleate mit geringerem Dissoziationsverhalten und niedrigen Leitfahigkeitswerten
spharische Partikel.** 14

Ein vergleichbarer Mechanismus wurde hier fir den Einfluss von Kupferionen
vermutet und ist in Abbildung 4-10 dargestellt. Aufgrund der experimentellen Ergebnisse
und der vorhandenen Literatur ist davon auszugehen, dass das (die) Kupfer(ionen) nicht
direkt auf das Wachstum der Kiristallflichen Einfluss nehmen. Vielmehr wirken sie
indirekt Uber eine verdnderte freie Ligandenkonzentration, die ein anisotropes Wachstum
bewirkt. Beim Losen der Kupferverbindungen in der Reaktionslésung war eine
Blaufarbung zu beobachten, was auf die Bildung eines Kupferaminkomplexes
zurlickzufuhren ist. Da Kupfer(ll)salze als Vorstufen eingesetzt wurden und am Ende der
Reaktion ein elementarer Kupferniederschlag erhalten wurde, wird das Kupfer wahrend
der Reaktion zumindest teilweise reduziert. Sowohl das Oleylamin, als auch das Diol
konnen als Reduktionsmittel wirken.®* ¥ Wann und wie schnell die Reduktion stattfindet,
ist ungeklart. Der Kupferniederschlag beim Aufarbeiten der Reaktion sowie die AAS- und
XRD-Resultate belegen, dass kein Kupfer in Partikeln vorhanden war. Da offenbar keine
Einbindung des Kupfers an den Kristallflachen erfolgte, war das Kupfer entweder ionisch
oder elementar wéhrend der gesamten Reaktion vorhanden. Damit (ibte es Einfluss auf die
freie Ligandenkonzentration aus, insbesondere wenn das Kupfer noch wahrend der
Wachstumsphase der Eisenoxid-Nanopartikel ionisch vorlag. Letztendlich wurde wegen
der Komplexierung des Oleylamins durch die Kupferionen das tatsachliche Verhéltnis von
Olséure zu Oleylamin in Lésung erhoht. Dieses hatte eine vergleichbare Wirkung wie die
in der Einleitung genannten Literaturbeispiele, welche durch einen Uberschuss an Olsaure
oder der Freisetzung an Oleat-lonen mittels Natriumoleatbeigabe kubische Eisenoxide
darstellen konnten,** 162165169
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Abb. 4-10. Hypothetischer Mechanismus zum formgebenden Einfluss von Kupfer als Additiv bei
der Synthese von Magnetit-Nanopartikeln. Durch die Zugabe von Kupfer wird das anistrop
bindende Oleylamin durch Komplexierung aus dem Ligandengleichgewicht entzogen. Der
Uberschuss an Olsaure verlangsamt selektiv das Wachstum der {100} Flachen, was zu Nanokuben
fuhrt.

4.4 Zusammenfassung und Ausblick

In einer Versuchsreihe wurde der Einfluss von Kupferverbindungen, speziell von
Kupfer(ll)-acetylacetonat und -formiat, auf die Formgebung bei der Synthese von
Eisenoxid-Nanopartikeln untersucht. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle 4-1
zusammengefasst.

TEM-Untersuchungen belegten einen Einfluss auf die Form der Eisenoxid-
Nanopartikel bei Zugabe von Kupferverbindungen. Rontgendiffraktion und AAS-
Messungen zeigten, dass kein Kupfer in die Eisenoxid-Nanopartikel eingelagert wurde.
Die Reaktionsergebnisse wiesen darauf hin, dass sich das Verhaltnis der
oberflachenaktiven Liganden in der Ldsung durch die Zugabe von Kupferverbindungen
anderte und dadurch der Einfluss auf die Form zustande kam. Fur weitere und detaillierte
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Untersuchungen des Mechanismus kdnnen Leitfdhigkeitsmessungen der Reaktionsldsung
mehr Aufschluss geben.

Tab. 4-1. Zusammenfassung der Ergebnisse der Synthese von Eisenoxid-Nanopartikeln in
Abhéngigkeit der variierten Parameter.

Variierte Parameter Ergebnisse

o Kupfer(ll)-acetylacetonat kubische und sphéarische Nanopartikel

e  Kupfer(ll)-formiat

(Hydrat, Getrocknet) Kubisch, sphérisch und weitere Formen

e Silber(l)-carbonat

(0.5 mmol, 1 mmol) Ag@Fe30,4-Heteropartiklen und Fe;O4-Kuben

e Ohne Kupferprakursor sphérische Nanopartikel (wie in Lit.)

e Ohne Oleylamin kubische und sphéarische Nanopartikel

e Ohne Kupferprakursor und

Oleylamin Breite Streuung in Grof3e und Form

Dibenzylether
Diphenylether
Trioctylamin
1-Octadecen

kein signifikanter Unterschied

Inwieweit Kupferadditive damit sich als Mittel fur die Formkontrolle von Eisenoxid-
Nanopartikeln oder gar als universelles Mittel zur Formkontrolle fur Nanopartikel eignen,
konnte im Rahmen dieser Studie nicht abschliefend beantwortet werden, zumal im
Vergleich weitere, effektivere Reaktionsparameter zur Formkontrolle existieren. Weiterhin
konnte in unsere Gruppe gezeigt werden, dass Kupferprékursor, wie Kupfer(ll)-formiat
oder -acetat, eher genutzt werden konnen, um CuFe;Os- oder Cu@Fe;O4-Nanopartikel

darzustellen, 84 18
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4.5 Experimentelles

Zusatzliche experimentelle Informationen wie eine Ubersicht der verwendeten
Chemikalien und der Analyseverfahren finden sich im Kapitel 14.

4.5.1 Synthese kubischer Fe3O4-Nanopartikel

Nach der Ausgangsvorschrift'’ fiir 7 nm kubische Eisenoxid-Nanopartikel wurden
0.8 g (3 mmol) Oleylamin, 0.85¢g (3 mmol) Olséure, 0.35g (1 mmol) Fe(acac)s, 0.14 g
(0.5 mmol) Cu(acac), und 1.29 g (5 mmol) 1,2-Hexadecandiol in 10 ml Diphenylether
gegeben. Die Losung wurde fur 5 min unter Argon bei Raumtemperatur geruhrt und der
Kolben in ein 100 °C heiRes Metallbad Uberfuhrt. Durch ein Steuergerdt wurde die
Temperatur auf 195 °C mit einer Heizrate von 4.1 °C/min gesteuert und fur 2 h gehalten.
Daraufhin wurde die Reaktionsldsung mit einer Heizrate von 1.5 °C/min auf die
Ruckflusstemperatur von 259 °C erhitzt und fir weitere 2 h gehalten. Wahrend die
Reaktionslosung auf Raumtemperatur abkihlte, wurde die VVersuchsapparatur unter Argon
gesetzt. Die Nanopartikel wurden durch Zugabe von 20 ml Ethanol und Zentrifugieren bei
9000 U/min fiir 20 min gefallt. Die rotbraune Uberstand wurde verworfen und der
Niederschlag in 20 ml Hexan unter Zugabe von jeweils ca. 0.1 ml Olsaure und Oleylamin
wieder gelost. Um groRere Reaktionsriickstdnde zu entfernen, wurde die LoOsung fur
20 min bei 9000 U/min zentrifugiert. Der Bodensatz wurde verworfen und die Losung bei
4 °C unter Argon gelagert. Die variierten Parameter der Reaktion werden im Unterkapitel
Ergebnisse und Diskussion erortert.

4.5.2 Kupfer(ll)-acetylacetonat als Zusatz bei der Eisenoxid-
Nanopartikelsynthese aus Eisen(lll)-oleat

Die Vorschrift nach Park et al.**’ zur Synthese monodisperser, spharischer Eisenoxid-

Nanopartikel wird in dem Kapitel 3.4.3 beschrieben. In der abgeénderten Vorschrift
wurden 1.8 g (2 mmol) Fe(oleat);, 262 mg (1 mmol) Cu(acac), oder 153 mg (1 mmol)
Cu(HCOO),, 322 pl (1 mol) Olsaure und 999 pl (3 mmol) Oleylamin in 10 g 1-Octadecen
geldst. Die Losung wurde mit einer Heizrate von 3.3 °C/min von Raumtemperatur auf
Rickfluss (zwischen 315-320°C) fur 30 min erhitzt. Nach dem Abklhlen auf
Raumtemperatur wurden 20 ml Aceton zugegeben und bei 9000 U/min fur 10 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Der Niederschlag wurde in 20 ml Hexan
geldst, durch Aceton ausgefallt und zentrifugiert. Im letzten Schritt wurde der
Niederschlag unter Zugabe von je 0.1 ml Olsaure und Oleylamin in 20 ml Hexan gel6st
und ohne Aceton zentrifugiert. Der teils schwarze teils kupferfarbene Bodensatz wurde
verworfen und die Lésung bei 4 °C unter Argon gelagert.

57



Magnetische Nanopartikel fir medizinische und weitere Anwendungen

4.5.3 Synthese von 1,2-Hexadecandiol

Nach einer Synthesevorschrift von Swern et. al.'®' wurden unter Riihren bei

Raumtemperatur 25.3 g (0.28 mol) einer 35 %igen Wasserstoffperoxidlosung zu einer
Losung von 56.1 g (0.25 mol) 1-Hexadecen in 300 ml Ameisenséure geben. Die Lésung
wurde auf 40 °C erwérmt. Eine milchige Triibung setzte rasch ein. Nach 24 h wurde die
Ameisensédure am Rotationsverdampfer abgedampft und der Destillationsriickstand mit
einer 3 N alkoholischen KOH-L6&sung (25,3 g in 150 ml) fir 1.5 h unter Rickfluss gekocht.
Nach Abdampfen des Ethanols wurde 150 ml heiBes Reinstwasser zum
Destillationsriickstand geben, woraufthin sich sofort ein farbloser Niederschlag bildete.
Von der abgekihlten Lésung wurde der Niederschlag abgesaugt und mit 4 °C kalten
Reinstwasser gewaschen, bis das Waschwasser neutral war. Im Gegensatz zur Literatur
wurde keine Etherextraktion des Waschwassers durchgefiihrt. Der Niederschlag wurde im
Exsikkator Uber Kieselgel unter vermindertem Druck getrocknet. Die Ausbeute betrug
91 % (58,72 g) der Theorie und der Schmelzpunkt lag bei 67 °C. Das Produkt wurde aus
348 ml (6 ml/mg) Methanol umkristallisiert, bei 4 °C fir 20 h ausgefallt, abgesaugt und
mit eiskaltem Methanol gewaschen. Das Filtrat wurde stark eingeengt und wiederholt —
wie beschrieben — 1,2-Hexadecandiol auskristallisiert. Die feinpulvrigen, farblosen
Kristalle wurden im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 50,03 g (0.19 mol, 77 %), farblose Kristalle.
Schmp.: 74 °C, Schmp. (Lit.*®") = 75-76 °C.
C16H3402 (258.4 g/mol) berechnet: C 74.36 % H 13.26 %
gefunden: C 73.73 % H 12.70 %
IR (KBr-Pressling): # = 2955, 2918, 2850, 1468, 1078, 878, 721 cm™.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz,): 6 (ppm) = 0.89 (t, ®Jun = 6.8 Hz, 3H, -CH3), 1.27 (m, 22H,
CHa-(CH2-)11), 1.45 (m, 2H, -HOCHCH,CH,-), 2.05 (m, 1H, CHOH), 2.14 (m, 1H,
HOCH,-), 3.45 (m, 1H, CH,0H), 3.70 ppm (m, 2H, -CHOHCH,0H).

Fur die beiden Diol-Protonen wurde auBerdem ein breites Singulett beobachtet:
o (ppm) = 2.25 (s, 2H, -CHOHCH,0H).
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5 Synthese und Charakterisierung von
Gold@Eisenoxid-Nanoheterodimeren

5.1 Einleitung

Gold-Nanopartikel bzw. kolloidales Gold, auch ,,16sliches* Gold genannt, wurden ohne
das Wissen (ber ihre Existenz schon seit dem fiinften Jahrhundert vor Christus in Agypten
und China fur das Farben von Glasern und Keramiken verwendet. Ein berihmtes Beispiel
hierfir ist der von den Rémern angefertigte Lykurgus Becher (siehe Abb. 2-16).18

Die ersten bekannten Synthesen in der Neuzeit waren die Darstellung von Andreas
Cassius” und Micheal Faraday. Im 17. Jahrhundert erhielt Cassius das nach ihm benannte
Farbpigment Cassius'scher Purpur durch die Reduktion von Gold(lI11)-chlorid-Ldsung mit
Zinn(I1)-chlorid.*® 1857 berichtete Micheal Faraday in seiner wissenschaftlichen
Abhandlung Uber die vom Festkorper abweichenden optischen Eigenschaften tiefroter
Goldsolen, die er mittels Reduktion von AuCl,-lonen durch Phosphor in CS, darstellte.*
Aber erst durch die Arbeit von Turkevich®®’ (1951) und die Verdffentlichung der Brust-
Schiffrin-Methode'® im Jahre 1994 gelangte die Forschung in eine véllig neue Dimension,
da nun Reaktionen mit gut handhabbaren Gold-Nanopartikeln zur Verfligung standen,
welche eine geringere GroRenverteilung aufwiesen.™® ¥ Klabunde und Mitarbeiter
entwickelten einen Reifungsprozess (digestive ripening process, siehe Abb. 5-1) zur
Synthese monodisperser Goldnanokristalle ausgehend von der Zersetzung polydisperser
Goldnanokristalle.* % Inzwischen sind zahlreiche Publikationen erschienen, die sich mit
der gezielten Synthese von Gold-Nanopartikeln in unterschiedlicher Groe und Form
befassen.'*81%

Abb. 5-1. Synthese monodisperser Gold-Nanopartikel durch zersetzende Reifung (aus °).

“ Andreas Cassius war ein deutscher Arzt (1605-1673).
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Dank ihrer besonderen Eigenschaften, wie chemischer Inertheit, hohes Oberflachen-zu-
Volumenverhéltnis und hoher Leitfahigkeit, stellen Gold-Nanopartikel ein breites
Spektrum an vielversprechenden Anwendungen in Aussicht. So sind Gold-Nanopartikel
obgleich der groRen Anzahl an Oberflachenatomen duferst stabil und bieten beispielsweise
ein groRes Potenzial fiir katalytische Zwecke. %1%

Die aufféalligste Eigenschaft ist ihre intensive Farbe, welche durch die
Oberflachenplasmonenresonanz hervorgerufen wird (siehe Kapitel 2.4). Da die genaue
Absorptionswellenlange empfindlich von verschieden Parametern wie GréfRe, Form und
Oberflachenfunktionalisierung der Gold-Nanopartikel sowie weiteren extrinsischen
Parametern abhangt, werden Gold-Nanopartikel intensiv als potenzielle Kandidaten fur die
Sensorik, Biosensorik und Diagnostik erforscht.”® Fiir letzteres eignen sie sich besonders,
da Studien zeigen, dass die Toxizitdt von Gold-Nanopartikeln im Wesentlichen von der
Oberflachenfunktionalisierung bestimmt wird. Diese wiederum kann einfach und
maRgeschneidert angepasst werden.”®*

Maghemit und Magnetit weisen im kubischen Kristallgitter mit einer Gitterkonstante
von 8.34 A und 8.39 A in guter Naherung den doppelten Ebenabstand von Gold auf,
welches im kubisch-flachenzentrierten Kristallgitter mit einer Gitterkonstante von 4.08 A
kristallisiert.®> ¥ Diese geringe Gitterfehlanpassung bietet die Mdoglichkeit fir epitaxiales
Wachstum und damit fur die Kombination der Eigenschaften der Eisenoxid- und der Gold-
Nanopartikel. In den letzten 10 Jahren ist eine Reihe von Arbeiten erschienen, die sich mit
der Synthese von hantelférmigen®® 2% 23 plumen-2* 2 oder Kern-Schale-artigen®*®2%
Gold-Eisenoxid-Nanopartikeln beschaftigen. Das System wurde auf seine Eigenschaften'®*
210-214 hin untersucht und Anwendungsmdglichkeiten in Katalyse?*> #°, Medizin®® %7 218
und Biologie?'® ?*° aufgezeigt.

5.2 Ergebnisse und Diskussion

5.2.1 Au-Nanopartikel: TEM-Charakterisierung und GréR3enverteilung

Monodisperse Gold-Nanopartikel mit einer GréBe im Bereich von 4 nm (siehe
Abb. 5-2) konnten mittels Reduktion von Tetrachlorogoldsédure durch Zugabe von tert-
Butylamin-Borankomplex in einer Oleylamin-Tetralin-Losung dargestellt werden.?** Bei
der Zugabe des Reduktionsmittels kam es zu einer schlagartigen Keimbildung, was anhand
eines einhergehenden Farbwechsels von orange nach tief rot in der Reaktionsldsung
sichtbar war. Im Anschluss wuchsen die gebildeten Goldkeime nach dem Modell von
LaMer durch weitere Aufnahme von Vorstufen.
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Abb. 5-2. TEM-Aufnahmen von Gold-Nanopartikeln (~ 4 nm).

Die TEM-Aufnahmen in Abbildung 5-2 und deren statistische Auswertung, welche in
Abbildung 5-3 wiedergegeben ist, zeigten, dass die Gold-Nanopartikel eine sehr niedrige
Dispersitat aufweisen und ungefahr 4 nm groR sind. Die durchschnittliche Grofke der
Proben variierte nach statistischen Auswertungen von ca. 3.3 bis 4.3 nm, da die Reaktionen
bei  Raumtemperatur  (~23°C)  durchgefuhrt  wurden. Die  geringfugigen
Grolkenschwankungen der durchschnittlichen GrolRe kommen durch den empfindlichen
Einfluss der Temperatur zustande, welcher in der Literatur zur nanometergenauen
GroRenkontrolle der Partikel genutzt wurde (ca. 1 nm GréRenwachstum pro 5°C
Temperaturabnahme). Die GrofRenzunahme mit sinkender Temperatur wurde damit erklért,
dass bei einer niedrigeren Injektionstemperatur weniger Keime gebildet wurden und somit
auch mehr Prékursor fur das Wachstum dieser zur Verfugung stand (siehe auch Abb. 2-2).
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Abb. 5-3. Exemplarische GréRenverteilung von Gold-Nanopartikeln.

Ein weiterer Indikator fur die enge GroRenverteilung sind die auf den TEM-Grids
vorhandenen, hohen symmetrischen Anordnungen der Partikel, welche von hexagonalen
Monolagen bis hin zu hexagonal geordneten Schicht reichen. Polykristalline Gold-
Nanopartikeln bilden bevorzugt die hexagonal-dichteste Kugelpackung, wohingegen
monokristalline die kubische bilden. Dieses Phdanomen wurde auf das unterschiedliche
Defektverhalten des Kristallkerns zuriickgefuhrt, da die monokristallinen tberwiegend
einen defektfreien und im Gegensatz dazu die polykristallinen defektbehafteten
aufweisen.’® Diese Ubergitter, bei denen sich die Nanopartikel selbstorganisierend (engl.
self assembling) zu groReren Strukturen anordnen, reduzieren deutlich die
Oberflachenenergie und damit die freie Energie des Systems.??* ??® In Abbildung 5-4 sind
mehrere TEM-Aufnahmen zusammengefasst, die den Aufbau und die Anordnung in den
Superlattices verdeutlichen. Ubersichtsbild a lasst anhand des zunehmenden Kontrastes die
wachsende Zahl an Schichten erkennen, wéhrend die beiden anderen Aufnahmen b und ¢
mit groRerer Auflésung die hexagonale Aufbau innerhalb der Ubergitter hervorheben, was
gut an der vorhanden Sechsring-Struktur zu erkennen ist.
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Abb. 5-4. TEM-Aufnahmen von Ubergittern der Gold-Nanopartikel.

5.2.2 Au-Nanopartikel: Elektronenbeugung und Réntgendiffraktion

Gold besitzt eine fcc-Kristallstruktur und kristallisiert in der Raumgruppe Fm-3m. Die
Réntgen- und Elektronenbeugungsaufnahmen wiesen die fiir Gold zu erwartenden Reflexe
auf. Es waren keine weiteren kristallinen Phasen vorhanden (siehe Abb. 5-5). Die nach
einer Pawley-Verfeinerung berechnete Gitterkonstante war in Ubereinstimmung mit der
Literatur a = 4.066(13) A.?** Bei genauer Analyse der Daten war zu erkennen, dass der
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(111)- und (200)-Reflex zueinander hin verschoben waren, so dass erstgenannter bei einem
hoheren Streuvektorbetrag und letztgenannter bei einem niedrigeren lag. In der Literatur
wird dieses Phdnomen durch Modelle beschrieben, die von einer defektbehafteten fcc-
Struktur fir Gold-Nanopartikel ausgehen. Bei diesen Ansédtzen werden ausgedehnte
Strukturdefekte, Domanen innerhalb der Partikel und weitere nicht kristallographische

Effekte miteinbezogen wie beispielsweise eine hohere Packungsdichte der Atome an der
225

Oberflachen als im Inneren des Kristalls.

b)

—— gemessene Intensitat
—— berechnete Intensitat
Differenz

220 311

Intensitat / willk. Einheiten

T T T T T T T
1 2 3 4 5

Streuvektor Q / A™

Abb. 5-5. a) Elektronbeugungsbild und b) Pulverdiffraktogramm von 4 nm Gold-Nanopartikeln.

Die aus der Reflexbreite berechnete, mittlere KristallitgréRe von 1.5-1.7 nm harmoniert mit
den Aufnahmen der Transmissionselektronenmikroksopie (4 nm). Dieses Ergebnis
bestatigt den in der Literatur’ und in weiteren Arbeiten unserer Gruppe®® aufgeklarten
Zwillings- bzw. polykristallinen Aufbau der Partikel .
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5.2.3 Au-Nanopartikel: UV/Vis

Die charakteristische Absorptionsbande der Oberflachenplasmonenresonaz trat im
UV/Vis-Spektrum der in Hexan gelésten Gold-Nanopartikel (Abb. 5-6) bei einem Wert
von 513 nm auf. Da die Partikel nur eine Grélle von 4 nm besallen, wirkten sich hier
Déampfungseffekte starker aus, so dass die Bande breit und schwach ausgeprégt war.

513 nm

l

N\

480 495 510 525 540

—— Au-Nanopartikel ~ 4 nm

Absorption / willkiirliche Einheiten

300 400 500 600 700 800
Wellenlange / nm

Abb. 5-6. UV/Vis-Spektrum von Gold-Nanopartikeln in Hexan.

5.2.4 Au@Fe304-Heterodimere: TEM-Charakterisierung und
GroRenverteilung

In den TEM-Aufnahmen erschienen die Eisenoxid-Nanopartikel hellgrau und die Gold-
Nanopartikel dunkelgrau bis schwarz, da Gold eine hohere Elektronendichte besitzt und
daher wesentlich weniger Elektronen durchdringen kénnen. Da der Kontrast auch von der
Orientierung zum Elektronenstrahl abhéngt, streuen einzelne Eisenoxid-Domanen starker
und sind auf den Aufnahmen dunkler. Die organischen Liganden sind aufgrund ihres
geringen Streukontrastes nicht auflosbar.

Bei den groReren Eisenoxid-Doménen war hédufig eine Abweichung von der
sphérischen Form (Abb. 5-7, roter Kreis) zu beobachten, welche teilweise nierenférmig
(Abb. 5-7, orangefarbener Kreis) war. Auf der Gold-Doméne verwuchsen oft zwei
(Abb. 5-7, gelber Kreis), selten drei (Abb.5-7, blauer Kreis) Eisenoxid-Doménen
ineinander. Dies wiirde bedeuten, dass in der Phase der Kristallisation des Eisenoxides auf
den Gold-Nanopartikeln haufig zwei bis drei Kristallisationsorte vorhanden waren. Diese
Untereinheiten wuchsen dann aufgrund der geringen Grof3e der Goldnanopartikel zu einer
Eisenoxid-Domane zusammen.
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Abb. 5-7. TEM-Aufnahmen von Gold@Eisenoxid-Heterodimeren mit spharischer (rot),
nierenférmiger (orange), 2 Untereinheiten- (gelb) und 3 Untereinheiten- (blau) Eisenoxid-Doméne.

Um zu verdeutlichen, dass es sich bei den Partikeln um Dimere und nicht um Kern-
Schale-Partikel handelte, wurde eine TEM-Bildserie unter Verkippung der xy-Ebene
relativ zum Elektronenstrahl an einem Partikel durchgeftihrt. Mit dieser TEM-Tomografie
lieRd sich die raumliche Struktur der Nanopartikel ermitteln. Bei einem kugelsymmetrischen
Aufbau, wie er bei einem Kern-Schale-Partikel vorhanden ware, misste das Ergebnis
winkelunabhangig und dementsprechend jedes Bild identisch sein. Das Wandern der im Z-
Kontrast dunkleren Gold-Doméne in Abbildung 5-8 spiegelte daher den nicht-
zentrosymmetrischen Aufbau des Partikels wieder.

Abb. 5-8. TEM-Bildserie eines Gold@Eisenoxid-Heterodimernanopartikels unter variierendem
Winkel der xy-Ebene relativ zum Elektronenstrahl.
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5 Synthese und Charakterisierung von Gold@Eisenoxid-Nanoheterodimeren

In Abbildung 5-9 sind drei GroRenverteilungen von Proben wiedergeben. Aufgrund der
zusammenwachsenden Doménen kommt es zu einer wesentlich breiteren GroRenverteilung
der Eisenoxid-Doméne bei den Heterodimeren als bei den sphérischen Eisenoxid-
Nanopartikeln. Es wurde die maximale Ausdehnung der Eisenoxid-Domane als Grole
gemessen.
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Abb. 5-9. GréRRenverteilungen von Eisenoxid-Domanen in Au@Fe;O,4-Heterodimeren.
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Es kam vor, dass im Produkt ein grofler Anteil an freien Gold-Nanopartikeln
zurtickblieb (siehe Abb.5-10 a). Diese konnten leicht durch magnetische Separation durch
einen handelstblichen Neodym-Eisen-Bor-Magneten mit 1 Tesla abgetrennt werden. Der
Vorgang wurde so lange wiederholt — in der Regel zwei Durchgange — bis der Hexan-
Uberstand keine rétliche Farbung durch die Gold-Nanopartikel mehr aufwies. Nach
vorsichtigem Abziehen des Uberstandes mit einer Spritze war das Produkt nahezu frei von
Gold-Nanopartikeln (siehe Abb.5-10b). Zu beachten war, dass bei dieser Art der
Aufreinigung auch teilweise Heterodimere mit kleiner Eisenoxid-Domine im Uberstand
mit abgetrennt wurden (siehe Abb.5-10 c, d). Eine Aufreinigung des Uberstandes war auch
aufgrund der geringen Mengen an Heterodimeren im Uberstand nicht effektiv.

Abb. 5-10. TEM-Aufnahmen von Gold@Eisenoxid-Heterodimeren vor und nach magnetischer
Seperation: a) Ausgangsprobe, b) Produkt, ¢) und d) Uberstand.
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5.2.5 Au@Fe304-Heterodimere: Rontgendiffraktion

Im Rontgendiffraktogramm der Gold@Eisenoxid-Nanopartikel in  Abbildung 5-11
waren die Goldreflexe aufgrund der geringen KristallitgroRe der Gold-Nanopartikel nicht
detektierbar (siehe Abschnitt 5.2.2). Nur der Au(111)-Reflex deutete sich bei ca. 2.7 A™
an. Im Diffraktogramm zeigten sich die fur Eisenoxid charakteristischen Reflexe. Fur die
berechneten Intensitdten wurde von einer Mischung aus Magnetit und Maghemit
ausgegangen, da sich die Reflexe nicht eindeutig einer Phase zuordnen lielRen (siehe
Kapitel 2.2 und 3.2.3).

il [ ] [ N I N B A B

gemessene Intensitat
—— berechnete Intensitéat
Differenz

Intensitat / willk. Einheiten

Streuvektor Q / A™

Abb. 5-11. Roéntgendiffraktogramm von Au@FesO,4-Heterodimeren. (Reflexbeschriftung: Fe304
schwarz, Au rot).

5.2.6 Au@Fe304-Heterodimere: Mo3bauerspektroskopie

Wie bereits erwahnt, erschwerten die stéchiometrische Abweichung vom idealen Bulk-
Magnetit und -Maghemit die exakte Auswertung der Spektren (siehe Kapitel 3.2.4).2°% 1%
Darlber hinaus Uben interpartikulare, magnetische Wechselwirkungen Einfluss auf die
magnetischen Eigenschaften der Partikel aus. Zwischen raumlich separierten und nicht
separierten Partikeln kann es zu abweichenden magnetischen Daten kommen. Dies kann
auch Auswirkungen auf die MoRbauerspektren haben, wie u.a. ein verbreiterte Banden und
eine abweichende Blockierungstemperatur, welche auch ein Mal} fir die KristallitgroRe
ist.'? 121 221 7,dem kénnen weitere magnetische Effekte zwischen der Gold- und der
Eisenoxid-Doméane auftreten.!® Obwohl die verhaltnismaBig kleine Gold-Domane nur
einen geringen Beitrag leisten durfte, sollte dieser Aspekt beim Vergleich der Daten mit
den jeweils reinen Eisenoxid-Nanopartikeln Berticksichtigung finden.
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Die MoRbauerdaten bei 5 K wurden mit drei Lorentzverteilungsfunktionen gefittet
(siehe Abb.5-12). Das erste Sextett mit der Isomerieverschiebung von 0.527 mm/s und
einer Hyperfeinfeldaufspaltung von 524 kOe lieR sich dem Maghemit zuordnen
(QS =-0.017 mm/s, rot). Demgegeniiber zeigten die beiden anderen Sextette mit einer
Isomerieverschiebung von 0.707 mm/s und 0.426 mm/s sowie den magnetischen
Aufspaltungen von 471 kOe und 501 kOe charakteristische Werte von Magnetit
(QS =-0.132 mm/s und O mm/s, blau und griin).?®® Das Verhaltnis von Magnetit zu
Maghemit betrug demnach ca. 3:1, was bedeutet, dass die Eisenoxid-Doménen zum
groften Teil aus FesO4 bestanden.

-
.
0,0 - $ 0o

Absorption / %

-1
v/ mms

Abb. 5-12. MoéRbauerspektrum bei 296 K und 5K von Au@Fes0;-Heterodimer-Nanopartikeln
(Messdaten schwarze Punkte, Gesamtfit schwarze Linie).

Das  Spektrum  bei  Raumtemperatur (296 K)  deutete eine  breitere
KristallgroRenverteilung mit Schwerpunkt von ca. 8 bis 10 nm an, da sowohl ein
Quadrupoldublett von groReren Kristalliten, als auch die statisch, magnetische
Sextettaufspaltung von kleineren Kristalliten zu erkennen war (siehe Abb. 5-12).192 150 Dje
Daten wurden pro Forma mit einer Voigt-basierten Analyse gefittet (IS = 0.46(1) mm/s,
QS =0(2), Hns = 276(164), schwarz). Aufgrund der breiteren Verteilung der Kristallite und
der oben genannten Grunde wurden die Daten nicht weiter verfeinert.
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Die Bewertung der Ergebnisse ist schwierig. Die Abweichung der KristallitgréRe von
der DomanengrofRRe (hier 18.5 nm £ 15 %) konnte einerseits ihren Ursprung in der weniger
gut ausgepragten Kristallinitat der Mischphase aus Magnetit und Maghemit gehabt haben.
Anderseits konnte sie auch ein weiteres Indiz daflr sein, dass die Eisenoxid-Doménen
nicht monokristallin aufgebaut waren. Ein weiterer, wichtiger Gesichtspunkt bei der
Beurteilung der KristallitgroRe und deren GroRenverteilung ist, dass die Eisenoxid-
Domanen keine einheitliche sphérische Geometrie besalen.

5.2.7 Au@Fe304-Heterodimere: SQUID-Magnetometrie

Die Eisenoxid-Doménen zeigten superparamagnetisches Verhalten. Bei der Messung
des magnetischen Moments m in Abh&ngigkeit eines angelegten Magnetfeldes bei 300 K
besallen sie kein Koerzitivfeld, wahrend sie bei 5 K eine Hysteresekurve ausbildeten (siehe
Abb. 5-13 a). Die Sattigungsmagnetisierung tendierte gegen 40 emu/g, was unter dem
Wert des Volumenmaterials sowohl von Maghemit (~80 emu/g)®" %3
Magnetit (90 — 100 emu/g)® " %' lag.

als auch von

Da wie bei den spharischen Eisenoxid-Nanopartikeln aus Eisen(ll1l)-oleat bei den
Eisenoxid-Domanen der Heterodimere die vorherrschende Phase Magnetit war und die
Grolien (16 nm vs. 18 nm) nahezu identisch waren, lieRen die Ergebnisse der magnetischen
Messungen (siehe Kapitel 3.2.5) sich gut miteinander vergleichen. Bei beiden
Partikelsorten ~ wies die  Hysteresekurve eine leichte  Verschiebung vom
Koordinatenursprung auf. Dieser geringe Exchange Bias-Effekt wurde in der Literatur auf
unterschiedliche Bedingungen der Spins an der Oberflaiche und im Inneren der
Nanopartikel zuriickgefiihrt, so dass nach einem Kern-Schale-Modell die Spins
untereinander wechselwirkten.’* Interessanterweise unterschieden sich die Dimere von
den Eisenoxid-Nanopartikel in ihre magnetische Hysterese insofern, dass die
Sattigungsmagnetisierung der Heterodimeren mit ca. 40 emu/g hoher als die der einfachen
Partikeln mit ca. 25 emu/g war. Offenbar sorgte die heterogene Keimbildung gegentiber
der homogenen Keimbildung bei der Synthese aus Eisenoleat fiir eine grélRere magnetische
Ordnung im System. Die Ergebnisse fur ZFC/FC-Messungen waren konsistent. Der
Verlauf der Graphen war nahezu identisch. Die Blockierungstemperatur war bei den
Eisenoxid-Domanen mit 237 K (siehe Abb. 5-13 b) im Vergleich zu den reinen Partikeln
mit 207 K aufgrund der grofReren Ausdehnung zu héheren Temperaturen hin verschoben.
Die breitere GroRRenverteilung der Eisenoxid-Domanen mit +14 % gegeniiber +3 % bei den
Eisenoxid-Nanopartikeln aus Oleat fuhrte zu einer breiteren Maximum in der ZFC-Kurve.
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Abb. 5-13. Magnetisierungskurve in Abhé&ngigkeit. von (a) dem Magnetfeld und (b) von der
Temperatur von Gold@Eisenoxid-Heterodimeren 3.5(0.4)@18.1(2.5) nm. Die vergroR3erte
Darstellung um den Koordinatenursprung in (a) verdeutlicht das superparamagnetische Verhalten
der Nanopartikel mit Hc =0 bei 300 K.

Wie bei den Eisenoxid-Nanopartikeln trat in der ZFC-Kurve eine breite Stufe zwischen
100 und 150 K auf (vergleiche Abb. 3-10 b). Eine Stufe in der FC-Kurve war in unseren
Messungen sowohl bei den Eisenoxid-Nanopartikeln aus Oleat als auch bei den Eisenoxid-
Heterodimeren hingegen selten eindeutig zu beobachten. Wenn sie auftrat, lag sie im
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gleichen Temperaturbereich wie die Stufe in der ZFC-Kurve. Als Beispiel fir das
Auftreten der Stufe dient die FC-Kurve in Abbildung 5-14, welche ebenfalls eine Messung
der ZFC- und FC-Kurve von Gold@Eisenoxid-Heterodimeren zeigt. Die Kanten der Stufe
lagen bei ca. 110 K. Beim makroskopischen Magnetit ist wegen des Verwey-Ubergangs
sowohl in der ZFC- Kurve als auch in der FC-Kurve bei 125 °C eine Stufe zu beobachten.
Allerdings ist die Literatur bezuiglich des Verwey-Ubergangs in Magnetit-Nanopartikeln
nicht eindeutig (siehe Kapitel 2.2). Vergleichbare Ergebnisse finden sich in den Daten bei
Pineider et al.'® Dort wurde das Auftreten der Stufe bei den Messungen der
Gold@Magnetit-Nanopartikeln ~ auf den  Verwey-Ubergang  zuriickgefiinrt.  Die
Abweichung vom makroskopischen Material wurde mit einem Anteil Wistit bei den
Nanopartikeln erklart. Zwar schlieBen hier die RoOntgendiffraktion und die
MoRbauermessungen der Eisenoxid-Nanopartikel sowie der Heterodimere ein
Vorhandensein der Waustitphase aus, jedoch setzten sich beide Partikelsorte aus einer
Mischphase von Maghemit und Magnetit zusammen.

= - Zero field cooled
Field cooled
ext. Magnetfeld H = 100 Oe

magnetisches Moment m / willk. Einheiten

0 50 100 150 200 250 300
Temperatur / K

Abb. 5-14. ZFC- und FC-Kurve von Gold@Eisenoxid-Heterodimeren.
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5.3 Zusammenfassung und Ausblick

Durch eine keimvermittelte Synthese in zwei Stufen konnten Gold@Eisenoxid-
Heterodimere hergestellt werden. In der ersten Stufe wurden monodisperse Gold-
Nanopartikel durch die Reduktion von Tetrachlorgoldséure durch einen Borkomplex nach
Peng et al.”** erhalten. Statistische Auswertungen von TEM-Aufnahmen ergaben eine
GroRe von ca. 4 nm fir die sphérischen Partikel. Die Auswertung der Réntgendiffraktion
zeigte, dass die Partikel aus zwei Kristalliten mit halben Partikeldurchmessern bestehen.
Die Gold-Nanopartikel wiesen eine schwache und breite UV/Vis-Bande bei 513 nm auf,
welche durch die Oberflachenplasmonenresonanz hervorgerufen wurde.

In einer zweiten Stufe wuchs durch die thermische Zersetzung von Eisenpentacarbonyl in
Gegenwart von Olsaure eine Eisenoxid-Doméne epitaktisch auf den Gold-Nanopartikeln.
Die Eisenoxid-Doménen hatten tberwiegend eine sphéarische Form und waren ca. 15 bis
18 nm gro mit einer GroRenverteilung von ca. 15%. TEM-Aufnahmen und
MoRbauerdaten deuteten an, dass die Kristallisation von Eisenoxid auf den Gold-
Nanopartikeln h&ufig an mehreren Stellen stattgefunden hat. Im weiteren Verlauf der
Reaktion wuchsen diese Kiristallisationsorte schliellich zu einer grofen Doméne
zusammen. Insbesondere durch die Entstehung dieser Untereinheiten und deren
ungleichmaRigen Zusammenwachsen kam es zu der breiten GrofZenverteilung.

Die Eisenoxid-Domdne bestand wie die Eisenoxid-Nanopartikel in Kapitel 2.5 laut
MoRbauerdaten vornehmlich aus Magnetit. Die starke Ahnlichkeit spiegelt sich in den
magnetischen Messungen wieder. Wahrend die ZFC/FC-Messungen in sehr guter
Ubereinstimmung waren, treten in der Hysterese (5 K) bei den Dimeren sogar héhere
Sattigungswerte auf als bei den reinen Eisenoxid-Partikeln (~40 emu/g gegeniiber
~30 emu/g). Die Gold@Eisenoxid-Nanoheterodimere zeigten superparamagnetisches
Verhalten.

Eine Optimierung der Synthese hinsichtlich einer mdglichst einheitlichen Eisenoxid-
Doméne in GroéRe und Form ist der ndchste erforderliche Schritt. Hierfir muss die
Mehrfachkristallisation auf den Gold-Nanopartikeln unterbunden werden. In Anschluss
daran ist eine GroRen- und Formeinstellbarkeit der einzelnen Domanen sowohl von Gold
als auch Eisenoxid ein hochst interessanter Aspekt, da damit eine gezielte Variation der
Eigenschaften der Heterodimere mdglich wird und sich viele Anwendungsmaglichkeiten
erschlielen wirden. Welches Potenzial die Heterodimere flr medizinische Anwendungen
andeuten, wird in Kapitel 9 naher beschrieben.
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5.4 Experimentelles

Zusatzliche experimentelle Informationen wie eine Ubersicht der verwendeten
Chemikalien und der Analyseverfahren finden sich im Kapitel 14.

5.4.1 Synthese von Au-Nanopartikeln

4nm groRe Au-Nanopartikel wurden nach einer Vorschrift von Peng et al?
dargestellt. Es wurden bei Raumtemperatur (ca. 23°C) in 10 ml Tetralin 100 mg
(0.25 mmol) HAuCI4*3(H20) und 10 ml Oleylamin geldst und fir 20 min im Argonstrom
geruhrt. Durch schnelle Zugabe einer kurz im Ultraschallbad homogenisierten Losung von
43.5mg (0.5 mmol) TBAB in 1 ml Tetralin und 1 ml Oleylamin zur Prékursorlésung
wurde die Keimbildung initiiert und ein sofortiger Farbumschlag von orange nach
tiefdunkelrot trat ein. Nach 1 h Ruhren unter Argonatmosphare wurden die Partikel mittels
Zugabe von 15 ml Ethanol und 15 ml Methanol geféallt und durch Zentrifugieren bei
9000 U/min fir 5min aufgereinigt. Der Niederschlag wurde in 10 ml Hexan
aufgenommen, im Ultraschallbad redispergiert und in gleicher Weise wiederholt
zentrifugiert, wihrend der farblose Uberstand jeweils verworfen wurde. Im Anschluss
wurden die Partikel in Hexan geldst und bei 4 °C gelagert. Die Ausbeute betrug ca. 80 mg
an Oleylamin umhllten Au-Nanopartikeln.

5.4.2 Synthese von Au@Fe3;04-Heterodimeren

15 mg Au-Nanopartikel wurden zu einer Losung aus 2 ml (6 mmol) Oleylamin und
2 ml (6 mmol) Olsaure in 20 ml 1-Octadecen geben, auf 70 °C erhitzt und 3-mal innerhalb
von 45 min entgast und wieder mit Argon geflutet. Im Anschluss wurde die
Reaktionslosung auf 120 °C erhitzt und 0.27 ml (2 mmol) Fe(CO)s hinzugeben. Innerhalb
von 60 min wurde die Reaktion kontinuierlich auf 310 °C (~ 3.2 °C/min) hochgeheizt und
fir weitere 60 min bei dieser Temperatur gehalten. Nach dem Abkihlen auf
Raumtemperatur wurden die Nanopartikel mit einem 5-fachen Uberschuss an Isopropanol
gefallt und fir 10 min bei 9000 U/min zentrifugiert. Der Niederschlag wurde in Hexan
aufgenommen, im Ultraschallbad redispergiert und erneut mit Isopropanoliiberschuss
zentrifugiert. Um groliere Reaktionsrickstande zu entfernen, wurden die Partikel im letzten
Aufreinigungsschritt nur in Hexan bei 7000 U/min fir 1 min zentrifugiert. Der kaum
vorhandene Niederschlag wurde verworfen. Der Hexanlberstand wurde bei 4 °C gelagert.
In seltenen Fallen, wenn TEM-Aufnahmen einen hohen Anteil an freien Gold-
Nanopartikeln aufwiesen, wurde eine zusatzliche magnetische Separation mittels eines
handelsublichen 1 Tesla Magneten durchgeftuihrt. Diese wurde solange wiederholt, bis die
Hexanphase keine rot-violette Farbung mehr aufwies.
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6  Auftrennung von Au@Fe;04-Nanoheterodimeren
mittels AF-FFF

6.1 Einleitung

Viele Parameter beeinflussen das Syntheseergebnis bei Nanopartikeln. Am Beispiel der
Gold@Eisenoxid-Nanopartikel sind es Parameter wie Gitterfehlanpassung®?®, Kristallinitat
der Goldnanopartikel*®, Gold-zu-Eisenprakursor Verhaltnis?®®, Liganden bzw. Additive®®,
verwendetes Losungsmittel’” ®°, Heizrate®” und Kochzeit?™. Zusatzlich kann die oft
niedrige Reinheit der kommerziell erhéltlichen Liganden die Reproduzierbarkeit
erschweren.®  Um die groRBen- und/oder formspezifischen Eigenschaften von
Nanopartikeln optimal nutzen zu kdnnen, bedarf es oft extrem einheitlicher Proben. Eine
nachgeschaltete, effektive Trennung kdnnte im Hinblick auf industrielle Anwendungen die
Nutzbarkeit erleichtern und die Prozesse kostengiinstiger gestalten.?*” Da Synthesen von
Nanopartikeln in Durchflussreaktoren immer mehr an Bedeutung gewinnen,”® bieten sich
Aufreinigungsmethoden mit kontinuierlichem Flussbetrieb hierfiir besonders an, wie zum
Beispiel die asymmetrische Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung (engl. asymmetrical flow
field-flow fractionation, AF-FFF). In der Literatur wurden bisher nur einfach strukturierte
anorganische Nanopartikel aus Gold**, Silber®®® oder Eisenoxid®®® und gréRere (> 60 nm)
y-Fe,03@Si0, Kern-Schale-Nanopartikel*” mittels AF-FFF analysiert. In Zusammenarbeit
mit der Bundesanstalt fir Materialforschung und -prifung (BAM) wurde daher die AF-
FFF als potentielle Aufreinigungsmethode fur komplex aufgebaute Nanopartikel anhand
der Gold@Eisenoxid-Heterodimernanopartikel untersucht.

6.2 Ergebnisse und Diskussion

6.2.1 TEM-Charakterisierung der Au@Fe3;04-Heterodimer-Probe

Die verwendete Au@Fe;O4-Heterodimer-Probe wurde &hnlich wie im vorherigen
Kapitel beschrieben dargestellt. Die nachfolgenden TEM-Aufnahmen in Abbildung 6-1
zeigen die Probe; 4 nm grolRen Gold-Nanopartikel bildeten die Gold-Domane in den
Heterodimeren. Da keine vollstandige Umsetzung stattgefunden hatte, waren noch freie
Gold-Nanopartikel vorhanden. Die Eisenoxid-Doméane der Dimere wies eine Grélie von
5 nm bis tber 20 nm auf. Die Form der Eisenoxid-Doméane war tberwiegend spharisch.
Der Anteil von Trimeren ist nur sehr gering.
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Abb. 6-1. TEM-Aufnahmen von Gold@Eisenoxid-Heterodimeren verwendet in der AF-FFF.

6.2.2 Trennergebnisse der AF-FFF

Fur eine bestmdogliche Trennleistung der in Toluol gelésten Gold@Eisenoxid-
Nanopartikel musste zuerst die Querflussrate optimiert werden. Abbildung 6-2 zeigt, dass
eine optimale Trennung bei einer Querflussrate von 1 ml/min erreicht wurde. Dabei waren
zwei Signale bei einer Retentionszeit von 1.15 min bzw. 2.67 min zu sehen. Bei einer
Querflussrate von 0.5 ml/min fand keine Trennung statt und bei 1.5 ml/min wechselwirkte
die groRere Fraktion mit der Membran und verblieb im Kanal.
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Abb. 6-2. AF-FFF-Elugramme von Gold@Eisenoxid-Heterodimeren in Toluol bei verschiedenen
Querflussraten (Detektor: UV/Vis-Absorption bei A = 350 nm).
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Um die Reproduzierbarkeit der Fraktionierung zu Uberprifen, wurden drei
Experimente bei einer Querflussrate von 1.0 ml/min durchgefuhrt. Wie in Abbildung 6-3
zu erkennen, zeigen alle 3 Durchléaufe ein ahnliches Profil. Die Fraktionen wurden daher in
den letzten zwei Experimenten entsprechend Abbildung 6-3 gesammelt und nummeriert.
Im Anschluss wurden die Fraktionen mittels Transmissionselektronmikroskopie
untersucht.
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Abb. 6-3. AF-FFF-Elugramme und Fraktionierung von Gold@Eisenoxid-Heterodimeren in Toluol
(Querflussrate = 1 ml/min, Detektor: UV/Vis-Absorption bei A = 350 nm).

Unter dem Transmissionselektronenmikroskop wurden in Fraktion 1 nur Gold-
Nanopartikel, in Fraktion 2 ausschlieBlich die Dimere und in Fraktion 3 keine Partikel
vorgefunden. In Abbildung 6-4 sind TEM-Aufnahmen von der Ausgangsprobe der
Fraktion 1 und 2 gegeniibergestellt. Die Fraktionen waren auch nach dem Einengen noch
stark verdiinnt, da hohere Konzentrationen bei dem verwendeten AF-FFF-Aufbau mit
Injektionsvolumen von lediglich 20 pl zur Uberladung des Kanals fiihrte.
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Abb. 6-4. TEM-Aufnahmen von Gold@Eisenoxid-Heterodimeren vor und nach AF-FFF : 0)
Ausgangsprobe, 1) erste und 2) zweite Fraktion.

6.3 Zusammenfassung und Ausblick

Die Maoglichkeiten der AF-FFF fur den Einsatz in der Nanopartikelsynthese wurden
untersucht. Hierfiir wurde eine Probe von Au@Fe;Os-Heterodimeren verwendet, welche
freie Gold-Nanopartikel beinhaltete und eine polydisperse Eisenoxid-Doméne aufwies.

Drei Fraktionen wurden gesammelt. Die erste beinhaltete nur Gold-Nanopartikel, die
zweite nur Dimere und die dritte war frei von Probe. Die TEM-Untersuchungen der
Fraktionen zeigten, dass AF-FFF eine sehr effektive Methode darstellt, um Nanopartikel
mit geringen GroRenunterschieden voneinander zu trennen. Es waren keine Gold-
Nanopartikel mehr in der Fraktion der Dimer vorzufinden und umgekehrt, und dies obwohl
die kleinsten Dimere nur eine Eisenoxid-Domane von ca. 5 nm besaRRen. Dementsprechend
konnte auf eine maximale Trennleistung geschlossen werden. Im Vergleich mit anderen in
dieser Arbeit verwendeten Trennungsmethoden wie der Zentrifugation oder der
magnetischen Separation wies diese Methode die beste Trennleistung auf. Jedoch war die
verwendeten AF-FFF in ihrer Kapazitat stark begrenzt. Wahrend eine optimale Trennung
von freien Keimpartikeln und Heterodimeren gelang, war eine Auftrennung der dispersen
Dimerpartikel auf Anhieb jedoch nicht mdglich. In weiteren Experimenten muss
untersucht werden, ob durch ein Unterteilen der Fraktion 2 in weitere Zeitabschnitte
Probenfraktionen mit unterschiedlicher GroRe und geringer GroRenverteilungen erreicht
werden konnen.

Die AF-FFF besitzt grolRes Potenzial als Trennmethode fur Nanopartikel. So konnte
gezeigt werden, dass mittels AF-FFF bei einer keimvermittelten Synthese eine leichte und
hochst effektive Separation von nichtreagierten Keimen von den Heteronanopartikeln
erreicht werden kann. Insbesondere wenn die Entwicklung in der Mikroprozesstechnik mit
der Synthese von Nanopartikeln im kontinuierlichen Fluss weiter voranschreitet, bietet sich
die AF-FFF als nachgeschaltete Methode zur Aufreinigung an.
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7  CpG-ODN-funktionalisierte Nanopartikel mit
Motilitatssteigernder Wirkung von
Alveolarkrebszellen

Das folgende Kapitel enthadlt Ausziige der Publikation:

Enhanced motility of alveolar cancer cells induced by CpG-ODN-functionalized
nanoparticles®®

Jan Rother,® Anna Pietuch,® Kerstin Koll,> Thomas D. Schladt,® Oskar Kohler,? Isabel
Schick,” Wolfgang Tremel,” Andreas Janshoff?

7.1 Einleitung

Taglich sind wir einer groRen Zahl an Pathogenen ausgesetzt, welche zum Beispiel
uber Wunden in die epithelialen Zellschichten eindringen. Beginnend ab dem ersten
Kontakt mit einem pathogenen Mikroorganismus beugt unser Immunsystem einer
Erkrankung vor, indem es eine Kaskade spezifischer und unspezifischer
Abwehrmechanismen einleitet. Dieser Vorgang beinhaltet sowohl die lokale Freisetzung
an entzindungsfordernden Chemokinen und Cytokinen, welche Immunzellen an den Ort
der Verletzung anziehen als auch die Produktion von unspezifischen, antimikrobiellen
Peptiden. Zur gleichen Zeit wird die adaptive Immunantwort induziert, die binnen weniger
Tage zu einem Schutzmechanismus gegen spezifische Pathogene fiihrt.”*

Das Erkennen der Pathogene wird vermittelt durch Pattern-Recognition Receptors
(PRRs). Einer dieser Rezeptoren ist der Toll-Rezeptor’ der Fruchtfliege Drosophila. Nach
seiner Entdeckung im Jahre 1985 wurde er zuerst nur der dorsoventralen Polarisation
wiahrend der Embryogenese der Fruchtfliege zugeordnet.?*® Spatere Experimente von
Lemaitre und Mitarbeitern offenbarten, dass er auch eine essentielle Rolle in der
Immunabwehr der adulten Drosophila spielt.?** Seitdem sind mehr als zehn Proteine mit
hoher Sequenzhomologie in Wirbeltieren gefunden worden. Diese Toll-ahnlichen
Rezeptoren (kurz TLR, von engl. toll-like receptor) sind vorwiegend bei Zellen des

 Institut fur Physikalische Chemie, Georg-August-Universitit, Tammannstr. 6, 37077 Géttingen,
Deutschland

® nstitut fir Anorganische Chemie und Analytische Chemie, Johannes Gutenberg-Universitat,
Duesbergweg 10 — 14, 551228 Mainz, Deutschland
" Der Name des Rezeptors leitet sich vom deutschen ,,toll ab. Hintergrund ist, dass die Forschungsgruppe
um die Nobelpreistragerin Christiane Nusslein-Volhard so begeistert iber die Entdeckung war, dass sie ihn
,,Toll“ nannten.
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Immunsystems vorzufinden und sind ein wichtiges Bindeglied zwischen dem angeborenen
und dem adaptiven Immunsystem.?*? Innerhalb der TLRs hat der TLR-9 aufgrund seines
Liganden hohe Aufmerksamkeit erlangt: Der Rezeptor wird aktiviert durch nicht-
methylierte, cytosin- und guaninreiche Motive prokaryotischer DNS (CpG-DNS). Das
macht ihn zu einem potentiellen Ziel flir therapeutische Ansédtze gegen
Autoimmunkrankheiten oder Krebs. Ebenso wird die Adressierung des TLR-9 wahrend der
Impfung durch systemische Verabreichung von synthetischen, einzelstrangigen,
immunstimulierenden CpG-Oligodesoxynukleotiden (CpG-ODNs) diskutiert, um die
Immunisierung zu beschleunigen.?*® Im Gegensatz zu vielen anderen TLRs ist der TLR-9
nicht auf der Plasmamembran vorhanden; er ist in den Lysosomen lokalisiert. Das macht
ihn zu einem attraktiven Ziel fir multivalente Transportersysteme, die potentiell die
Aufnahme von CpG-ODNs erhéhen und damit auf eine gesteigerte und verbesserte,
angeborene Immunantwort zielen. VVon vielen verschiedenartigen Strategien um Liganden
zielgenau zur Verfligung zu stellen und intrazellulare Rezeptoren zu stimulieren, bilden
maligeschneiderte Nanopartikel einen vielversprechenden Ansatz, da sie in GroRe, Form
und Oberflachenfunktionalitat auBerordentlich anpassbar sind.?**24

In dieser Arbeit wurden die Mdglichkeiten und Fragestellungen erforscht, welche die
Verwendung von anorganischen Nanopartikeln als Transportersystem mit sich bringt. Zum
anderen wurde der Effekt der TLR-9-Aktivierung in der menschlichen
Lungenkarzinomzelllinie A549 untersucht. Obwohl immunstimulierende CpG-ODNs
bereits aussichtsreiche Ergebnisse in Tierversuchen sowie in klinischen Studien gezeigt
haben, berichteten mehrere Gruppen erst kurzlich, dass der TLR-9 ebenfalls von manchen
Tumorzellen exprimiert wird.?*” Erste Experimente an Krebszellen wiesen darauf hin, dass
die Aktivierung von TLR-9 zum einen zu einer verringerten Apoptoserate nach
Behandlung der Zellen mit dem  Apoptose-induzierenden Protein  TNF-a
(Tumornekrosefaktor-a) und zum anderen zu einer verstarkten Proliferation fihrte. Dies
birgt ein nicht kalkulierbares Risiko fir Tumorpatienten, die CpG-ODNs ausgesetzt
werden.?*® 2% Demzufolge ist fur einen verlasslichen und sicheren Einsatz in der
Krebsbehandlung ein fundiertes Wissen Uber die Wirkung von CpG-ODNs auf Krebszellen
unabdingbar.

Hier wurde ein neuer Weg eingeschlagen, um lysosomale TLR-9 in epithelialen
Lungenkrebszellen  der  Zelllinie  A549 mit CpG-ODN funktionalisierten,
superparamagnetischen Mangan(ll)-oxid- (MnO-) und Eisen(lll)-oxid- (y-Fe,O3-)
Nanopartikeln (NP) spezifisch anzusteuern (siehe Abb. 7-1 7-1). Die an die Nanopartikel
gebundenen Fluorophore erlaubten eine einfache Lokalisierung innerhalb der Zellen in
vitro. Die magnetischen Eigenschaften gestatteten zudem die Lokalisierung der
immunstimulierenden Partikel in vivo anhand von Magnetresonanztomographie, da die hier
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verwendeten Metalloxid-Nanopartikel sich als Kontrastmittel in der T1- bzw. T2-
gewichteten Bildgebung eignen.®® Es konnte gezeigt werden, dass lediglich die
verwendeten Fe,Os-Nanopartikel im untersuchten Konzentrationsbereich nicht toxisch
sind. Indessen stellten sich die MnO-basierten Transporter selbst in geringen
Konzentrationen als toxisch heraus, so dass der Effekt der CpG-ODNSs durch zytotoxische
Effekte verdeckt wurde. Die mit CpG-ODN funktionalisierten Fe,Os-Partikel verursachten
eine signifikant erhéhte Mikromotilitat in den A549-Zellen, was in Vergleichsmessungen
mit ungebunden CpG-ODNs in gleicher Konzentration durch ECIS (electric cell-substrate
impedance sensing) ermittelt wurde. Darlber hinaus lieRen die impedimetrischen
Experimente erkennen, dass die Dichte der Zell-Zell-Kontakte nach der Inkubation mit den
immunstimulierenden Nanopartikeln vermindert wurde, ohne die Viabilitat der Zellen zu
beeintrachtigen, was auf eine morphologische Veranderung im Antwortverhalten auf die
TLR-9-Aktivierung hindeutete.

7.2 Ergebnisse und Diskussion

7.2.1 Synthese und Funktionalisierung der Nanopartikel

In Abbildung 7-1 a und b sind TEM-Aufnahmen der hydrophoben Manganoxid- und
Eisenoxid-Nanopartikel wiedergegeben. Beide Sorten Nanopartikel hatten mit einem
Durchmesser von ca. 16 nm (¢ < 5%) die gleiche GroRe. Die Partikel wurden mit einem
Polymer umhdillt, das aus dem Kettenpolymer Poly(pentafluorophenyl)acrylat (PPFA)
besteht (siehe Abb. 7-1c), dessen Pentafluorophenyl-Gruppen zuvor sukzessiv mit 3-
Hydroxytyramin (Dopamin), einem Fluoreszenzfarbstoff und einem bis-amino-
funktionalisierten Polyethylenglycol (PEG) ersetzt wurden®® % 2! |n  einer
Ligandenaustauschreaktion konnten die aus der Synthese stammenden Olsauremolekiile
durch das funktionalisierte Polymer verdrangt werden, da das Polymer mit den
aromatischen Diolgruppen des Dopamins eine stabilere, chelatartige Verbindung auf der
Partikeloberflache eingeht. Damit ging ein Wechsel der L&slichkeit von unpolaren zu
polaren Medien einher.®" %2 |m letzten Schritt wurden CpG-ODNs (CpG-ODN 20086,
Invivogen, USA) unter Verwendung der Phosphoramidit-Methode an die freien
Aminogruppen des PEGs gekoppelt (siehe Abb.7-1d). Als Kontrolle dienten
Nanopartikel, die entweder Nukleotidsequenzen trugen, die den TLR-9 nicht aktivieren,
oder PEGylierte Partikel ohne ODNs (PEG-NP) sowie reine, nicht an Partikel gebundene
CpG-ODNs. In der folgenden Abbildung 7-2 sind Eisenoxid-Nanopartikel nach dem
Ligandenaustausch mit dem dopaminfunktionalisierten Grundpolymer gezeigt.
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Abb. 7-1. Multifunktionale Metalloxid-Nanopartikel. a) und b) TEM-Aufnahmen der hydrophoben
Manganoxid- und Eisenoxid-Nanopartikel. c) Polymerkette Polyaktivester
Poly(pentafluorophenyl)acrylat. d) Schema der Funktionalisierung der Nanopartikel. Im ersten
Schritt werden die organischen Liganden gegen das funktionalisierte Polymer (an den
Seitengruppen: Bisamino-PEG, Fluoreszenzfarbstoff NBD oder ATTO488 und Dopamin, welches
als Ankergruppe an Partikel dient) ausgetauscht. In einem zweiten Schritt werden unter
Verwendung des Phosphoramidit-Verfahrens einzelstrangige CpG-Oligodesoxynukleotide (CpG-
ODNSs) an die freien Aminogruppen des PEG-Polymers gebunden (aus **®).

Allerdings lieferte das Polymer aufgrund des geringen Z-Kontrastes im TEM keinen
Kontrast und ist damit praktisch unsichtbar. Die Aufnahme demonstrierte jedoch, dass
durch die Funktionalisierung keine Veranderung der Partikel als solche eintrat.
GroRenauswertungen anhand von TEM-Aufnahmen der Partikel vor und nach der
Funktionalisierung zeigten keine signifikanten Abweichungen.
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Abb. 7-2. TEM-Aufnahme von y-Fe,Oz-Nanopartikeln nach der Funktionaliserung mit Dopamin
gekoppelten PPFA (aus *%).

7.2.2 Aufnahme und Aktivierung des TLR-9-Signalwegs

Zur Kontrolle, ob die A549-Zellen den TLR-9-Rezeptor in den Lysosomen
exprimieren, wurden die entsprechen Zellbestandteile durch immunzytochemische
Methoden (siehe Unterkapitel 7.4.4) spezifisch geféarbt. Die folgende Abbildung 7-3 zeigt
die Verteilung von TLR-9 (rot) in den Zellen (DNS blau).

Abb. 7-3. Anwesenheit von TLR-9 (rot, monoklonal Kaninchen anti-TLR-9 IgG, Invitrogen,

Alexa546-gekoppelter Polyklonal Ziege anti-Kaninchen IgG, Invitrogen) in A549-Zellen (DNA blau,
DAPI) (aus *%%).

Anhand von Fluoreszenzmikroskopie wurde die Aufnahme der funktionalisierten
Nanopartikel in die A549-Zellen verfolgt. Sowohl die CpG-Fe,Os-Nanopartikel (siehe
7-4 a), als auch die CpG-MnO-Nanopartikel wurden von den Zellen erfolgreich
aufgenommen. Ein zentraler Punkt dabei ist in der Abbildung 7-5 zu sehen. Die griine
Fluoreszenz der CpG-MnO-Nanopartikel fallt ortlich mit der blauen Fluoreszenz der
Lysosomen, welche mit dem Fluoreszenzfarbstoff LysoTracker DND-22 blue markiert
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wurden, zusammen. Das spricht flir eine Aufnahme der Partikel in den Lysosomen, der Ort
an dem sich der TLR-9 befindet. Die Endozytose der funktionalisierten Nanopartikel in
den lysosomalen Bereichen war entscheidend fir das Erkennen der CpG-ODNs-Liganden
durch die lysosomalen TLR-9 und das anschlieRende Aktivieren der Signalkette.
Abbildung 7-4 b zeigt zudem die erfolgreiche Aufnahme und perinukleére Lokalisation der
Kontroll-Fe,Os-Nanopartikel (grin, ATTO488). Dies bedeutet, dass die Endozytose weder
von der funktionalisierten, aktiven Nukleotidsequenz noch von der Partikelart abhéngt.
Jenes ist notwendig, um geeignete Kontrollversuche durchfiihren zu kénnen.

2
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Abb. 7-4. Fluoreszenzbilder der A549-Zellen und Viabilitatstests. a) und b) Aufnahme und
kernnahe Lokalisation der CpG-Fe,O3-NP (a)) Kontroll-Fe,O3-NPs (b)) (=, ATTO488). Die DNA
wurde mit DAPI (m) gefarbt. ¢) und d) Verteilung von NFkB (m, 1. Antikdrper: Kaninchen anti-p65
1gG, 2. Kdrper: Alexa546 konjugiert mit Ziege anti-Kaninchen IgG) in einer A549-Zelle vor (c)) und
30 min nach der (d)) Inkubation mit CpG-MnO-NP. e€) MTT-Test mit A549-Zellen (n = 6 (24 h); n =
4 (48 h)). Die Zellen wurden inkubiert mit 25 pg/ml der verschiedenen NP oder 1.2 yM CpG-ODNs
(aus **®).

Um zu priifen, ob die mit CpG-ODN funktionalisierten Nanopartikel in der Lage sind,
die TLR-9 induzierte Signalkaskaden einzuleiten, wurde die p65-Untereinheit des
spezifischen Transkriptionsfaktors NFkB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer’ of
activated B-cells) vor und 30 min nach der Inkubation mit CpG-MnO-Nanopartikeln
markiert.”>® Bei NFkB handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, der im Laufe der
TLR-9 induzierten Signaltransduktionskaskade aktiviert wird. Im inaktivierten Zustand
verbleibt der Transkriptionsfaktor NFkB im Zytosol, wo er an seinen spezifischen Inhibitor
IxB (siche 7-4c) gebunden ist. Nach der Aktivierung des TLR-9 wird der IxB
phosphoryliert und anschlieend im Proteasom abgebaut, so dass der NFkB in den Kern
wandern kann, wo er an den spezifischen NFxB-Motiven der DNS bindet. Das
Fluoreszenzbild in Abbildung 7-4 d bestatigte die Aktivierung des TLR-9 30 min nach
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dem Aussetzen mit CpG-MnO-Nanopartikeln, da die Translokation des
Transkriptionsfaktors NFkB in den Zellkern stattgefunden hatte. Somit l&sst sich
festhalten, dass die mit CpG-ODNs funktionalisierten Nanopartikel die gleichen
Signalketten wie die reinen CpG-ODN:s einleiten.

Abb. 7-5. Lokalisation der CpG-MnO-NP (=, NBD) innerhalb der Lysosomen (m, LysoTracker DND-
22 blue, Invitrogen) der A549-Zellen (aus **%).

7.2.3 Zytotoxizitat der Nanopartikel

Es wurden MTS-Tests (Promega CellTiter 96® aqueous solution) durchgefiihrt, um
zytotoxische Effekte des auf Nanopartikel basierenden Transportsystems und die
intrinsische Toxizitat der CpG-ODNSs zu untersuchen (siehe Abb. 7-4 €). Die MTS-Tests
zeigten, dass nur die MnO-Nanopartikel toxisch auf A549-Zellen wirken. Nach 24 h hatten
die Zellen, welche mit MnO-Nanopartikeln behandelt wurden, im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen eine Viabilitdt von 74 bis 80 %. Demgegenuber zeigten die mit
Fe,0s-Nanopartikeln behandelten Zellen immer noch eine Viabilitat von 82 bis 93 %. Der
Effekt trat mit steigender Inkubationszeit der Zellen mit Partikeln noch deutlicher in
Erscheinung. Da die mit MnO-Nanopartikeln behandelten Zellen nach 48 h nur noch eine
Viabilitdt von 66 bis 70 % aufwiesen, wahrend die Viabilitdt der mit Fe,Os-Nanopartikel
behandelten Zellen nahezu unverandert blieb. Der hier beobachtete zytotoxische Effekt
konnte eindeutig dem Transportsystem zugeschrieben werden, da fir reine CpG-ODNs
selbst in hoheren Dosen keine Toxizitdt nachgewiesen wurde (siehe Abb. 7-4 e). Ferner
trugen beiden Partikelarten die gleiche Oberflachenfunktionalisierung, weshalb ihr
Einwirken auf die Toxizitat vernachléassigt werden konnte. Das Material der Partikel schien
den Effekt zu bestimmen. Im Fall der MnO-basierten Nanopartikel ist es wahrscheinlich
darauf zurickzufihren, dass Mangan(ll)-lonen aus den Partikeln freigesetzt wurden
und/oder dass oxidativer Stress auftritt, wie kiirzlich bei Choi et al. berichtet wurde.”>*
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7.2.4 Zeitaufgeloste Impedanzspektroskopie

Um das dynamische und strukturelle Antwortverhalten der Epithelzellen auf die von
den CpG-ODNs induzierte TLR-9-Stimulation nicht invasiv sowie berihrungs- und
markerfrei quantifizieren zu koénnen, wurden Messungen unter Verwendung der
zeitaufgelosten Impedanzspektroskopie (electric cell-substrate impedance sensing, ECIS)
durchgefihrt. Speziell sollten die Integritat und Viabilitat der Zellschichten, die Motilitét,
die Barrierefunktion sowie der Zell-Substrat-Abstand in Reaktion auf das Einwirken der
Nanopartikel untersucht werden.**®

In kirzlich veroffentlichten Arbeiten gab es erste Hinweise darauf, dass die TLR-9-
Stimulation in CaKi-1-Zellen durch MnO-basierte Nanopartikel zu einer gesteigerten
Motilitat fihren.®® Aufgrund der limitierten Empfindlichkeit und Tauglichkeit der
verwendeten CaKil-Zellen fir elektrochemische Messungen und der Toxizitdt der MnO-
basierten Nanopartikel wurden hier zusétzliche, umfangreiche Studien anhand von
zeitaufgeloster Impedanzspektroskopie durchgefihrt.

Das elektrische Kontaktflachen-Modell zur Beschreibung der durch ECIS-Experimente
erhaltenen Impedanzsprektren wurde zuerst von Giaever und Keese eingefiihrt und spater
von Lo und Ferrier durch das Hinzufiigen einer anisotropen Zellform erweitert.?>> *® Nach
diesem Modell kann anhand der Spektren der Barrierewiderstand Ry, der Zellschicht, die
Membranenkapazitédt C,, und der Parameter agcis ermittelt werden, welche mit dem Zell-

Substrat-Abstand a o VhA=1 bestimmt werden.?®” Es wurde im Frequenzbereich 62.5 Hz
bis 64.0 kHz gemessen. Ein Vergleich der Frequenzscans der Impedanz der blanken
Elektrode zu der mit Zellen bedeckten Elektrode ist in Abbildung 7-6 a zu sehen. Die
Bedeckung der Elektrode mit Zellen flihrte zu einem starken Anstieg der Impedanz von ca.
2 kHz auf 64 kHz. Die niedrigen Frequenzen werden vor allem durch den Stromfluss
zwischen und unter den Zellen bestimmt und stellen damit ein quantitatives Mal3 flr den
Parameter agcis dar. Der mittlere Frequenzbereich wird hauptsachlich durch den
Barrierewiderstand der Zellschicht beeinflusst. Die Kapazitatsverdnderungen dominieren
das Spektrum bei hoheren Frequenzen (> 10* Hz).

Der Ersatzschaltkreis der blanken Elektrode setzt sich aus einem konstanten
Phasenelement (constant phase element, CPE) und einem Ohmschen Widerstand Rpyik
zusammen, der den Gesamtwiderstand des Zellmediums widergibt. Wenn die Zellen die
Elektrode bedecken, muss der Ersatzschaltkreis der blanken Elektrode um einen Ohmschen
Widerstand Ry und einem nicht-Ohmschen Widerstand Z(aecis) in Reihe erweitert werden.
Beide sind parallel zu einem Kondensator C, geschaltet. Dabei ist C,, ein Mal3 fiir die
Membranflache und des Belegungsgrades der Elektrode mit Zellen. Der Aufbau der
Schaltkreise und das Kontaktflachen-Modell sind in Abbildung 7-6 b und ¢ schematisch
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wiedergeben. Fir Elektroden mit einem Durchmesser von 250 um gilt, dass bei

Frequenzen héher als 40 kHz die Kapazitat antiproportional zur Oberflachenbelegung der
Elektrode ist.?®

a)

bare electrode:
CPE R

——

cell covered electrode:

R
CPE R

bulk
———e&—{;fi;;;}—fiik——-

log |Z|/ Q

- -

10>  10°  10*
frequency /| Hz

Abb. 7-6. a) Frequenzspektren und b) Schaltkreise einer unbedeckten (schwarz) und einer mit
Zellen bedeckten ECIS-Elektrode (blau). |Z| ist der Betrag der Impedanz. c¢) Schematische

Darstellung des Kontaktflachen-Modells mit den auf die Messung einflieBenden Parametern
(aus **®).

Nach 24 h Inkubation der A549-Zellen mit den Nanopartikeln, die die TLR-9
agonistische ODN-Sequenz besalRen, kam es zu einem Abfall des Rp-Wertes. Bei den
Kontrollpartikeln und den unbehandelten Zellen trat der Effekt nicht auf (siehe Abb. 7-7).
Gleichzeitig blieb die Membranenkapazitat Cy, aller Proben mit Ausnahme der mit CpG-
MnO-Nanopartikeln behandelten Probe im Wesentlichen unbeeintréchtigt, was bedeutet,
dass die Elektrode immer noch mit Zellen voll bedeckt war (siehe Abb. 7-7).%® Der héhere
Cm-Wert, der sich fir die mit CpG-MnO-Nanopartikeln behandelten Zellen ergab,
bedeutete zusammen mit dem erniedrigten Barrierewiderstand R, eine verringerte

Oberflachenbelegung der Elektrode und war damit ein weiteres Indiz fur die Toxizitat der
MnO-Nanopartikel (siehe Abb. 7-7).
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Abb. 7-7. Barrierewiderstand R,, Membranenkapazitat C,, und agcis unbehandelter Zellen (grau)
und Zellen nach Inkubation mit Nanopartikeln oder reinen CpG-ODNSs fiir 24 h (aus *%).

7.2.5 Micromotion der A549-Zellen unter Einfluss der CpG-ODNSs

Im folgenden Abschnitt werden Micromotion-Messungen bei konstanter Frequenz,
aber erhohter Zeitauflosung beschrieben. Diese erlaubten eine Quantifizierung
dynamischer Zellformverénderungen der Zellen bzw. der Dynamik des Zell-Substrat-
Abstandes als Antwort auf die Aktivierung durch TLR-9. In der Vergangenheit konnte
gezeigt werden, dass Messungen der Micromotion allgemein Ruckschlisse auf die
Motilitat und Invasivitat von Krebszellen zulassen.?®

Die obere Reihe in Abbildung 7-8 zeigt die zeitlichen Verlaufe der normalisierten
Impedanz der mit Zellen bedeckten Elektrode als Funktion der Zeit unter Einfluss von
Nanopartikeln. Der Verlauf konnte in drei Abschnitte unterteilt werden. In Abschnitt | kam
es zum Abfall der |Z|.orm-Kurve infolge der thermischen Stérung der A549-Zellen aufgrund
des Zellmediumwechsels. Darauf folgte in Abschnitt 11 ein Plateau bei den mit CpG-ODNSs
und CpG-Fe,O3-Nanopartikel behandelten Zellen. Allerdings fiel der Wert fir die mit
CpG-ODN behandelten Zellen zunéchst noch kontinuierlich weiter, bis er auf ca. 50 % des
Anfangswertes stagnierte.

Der dritte Abschnitt begann ca. 50 h nach der Behandlung. Bei den Zellen, die mit
CpG-Fe,0O3-Nanopartikeln behandelt wurden, stieg der |Znorm|-Wert wieder an, wahrend er
bei den mit CpG-MnO-Nanopartikeln behandelten Zellen gegen null fiel. Bei den Zellen,
die den reinen CpG-ODNSs ausgesetzt waren, setzte der dritte Abschnitt verzdgert nach
70 h mit einen leichten Anwachsen des |Znom|-Wertes ein. Wichtig dabei war, dass der
Anstieg der Impedanz nach der Behandlung mit den CpG-Fe,Os-Nanopartikeln und den
CpG-ODNs mit einem Anstieg der Impedanzfluktuation einherging. Im Gegensatz dazu
kam es bei den mit CpG-MnO-Nanopartikel behandelten Zellen zu einer starken
Abschwéchung der Fluktuationen, was fur einen Verlust an Viabilitdt spricht. Der
Ursprung der Impedanzfluktuationen liegt zumeist in zeitlichen Veranderungen der
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Zellform und des Zell-Substrat-Abstandes (Micromotion). Diese Veranderungen werden
durch Fluktuationen des Stromflusses zwischen den Zellen und dem Substrat
hervorgerufen.”®

Es ist anzunehmen, dass das Ldsen und Neuknupfen der Fokal-Kontakte fir die
Anderungen des |Z|-Wertes verantwortlich waren. Daher lieR sich die verdnderte
Mikromotion mit einer der verdnderten vertikalen Motilitdt der Zellen erklaren. Die
Varianz der Impedanzfluktuationen ist in der unteren Reihe Abbildung 7-8 gezeigt.
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Abb. 7-8. Zeitlicher Verlauf der Impedanz bei 4 kHz, normalisiert auf die Impedanz vor Zugabe der
Wirkstoffe (obere Reihe) und Varianz der trendbefreiten Daten (untere Reihe) fiur unbehandelte
Zellen (m) und Zellen behandelt mit 25 pg/ml CpG-MnO-NP(m), CpG-Fe,O3-NP (m) und 2.4 uM
CpG-ODNSs (m) (aus *%).

Ungeachtet dessen, ob an die Partikel gebunden oder rein, fuhrte die Zugabe von CpG-
ODN zum Zellmedium allgemein zu einer anfanglich gréfleren Varianz von |Z| als im
Vergleich zu den unbehandelten Zellen. Im Abschnitt Il der Varianz wiesen die
unbehandelten Zellen und die Zellen mit reinen CpG-ODNs einen identischen Varianzwert
auf. Die Varianz der Zellen mit CpG-ODN und CpG-Fe,O3-Nanopartikeln stieg in
Abschnitt 111 wieder an. Im Einklang mit Zytotoxizitatsergebnissen (siehe Abb. 7-4 e) und
Absinken des Ry-Wertes auf null (siehe Abb. 7-7) fiel auch die Varianz der CpG-MnO-NP-
Zellen auf null, was flr den Zelltod der A549-Zellen sprach.

In Abbildung 7-9 ist der Zeitverlauf der trendbefreiten Impedanz (|Zgex|4 kHz) (siehe
Unterkapitel 7.4.6) fiir den Abschnitt 1l wiedergeben. Hier ist die Wirkung der CpG-
ODNs gebunden an die Partikel deutlicher zu erkennen. Wahrend das Impedanzsignal der
CpG-MnO-NP behandelten Zellen nur geringe Fluktuationen aufwies, zeigte das
Impedanzsignal der CpG-Fe,Os-NP  behandelten Zellen im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen sichtbar erhthe Fluktuationen. Es ist anzunehmen, dass diese
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persistenten Fluktuationen aus der NFxB-Aktivierung und aus der damit erhdhten Aktivitat
der Zellen hervorgingen. Ein bedeutender Aspekt hierbei ist, dass die Aktivitat gesteigert
wurde, obwohl die Menge an CpG-ODNSs auf der Partikeloberflache maximal nur 1/6 der
eingesetzten Menge an freien CpG-ODNSs betrug.

o

|Zdetr | 4kHz

60 65 70 75 80
time /h

Abb. 7-9. Fluktuation der Impedanz bei 4 kHz fiir unbehandelte Zellen (m) und Zellen behandelt mit
25 pg/ml CpG-MnO-NP(m), CpG-Fe,03-NP (m) und 2.4 uM CpG-ODNs (m) trendbefreit durch einen
gleitender Mittelwert-Algorithmus (siehe Unterkatpitel 7.4.6).

7.2.6 Biologisches Antwortverhalten der A549-Zellen auf die CpG-
funktionalisieren Nanopartikel

Zusammenfassend ergibt sich das folgende Gesamtbild Uber die Interaktion der CpG-
ODNs gebunden an die nicht toxischen Fe,Oz-Nanopartikel mit den A549-Zellen. Die
gesammelten Daten zeigten, dass die mit CpG-ODNSs funktionalisierten Metalloxid-
Nanopartikel in die Lysosomen der Lungenkrebszellen aufgenommen wurden und eine per
TLR-9 aktivierte Signalkaskade startete, indem der Transkriptionsfaktor NF«kB in den
Zellkern wandert. Lediglich die Partikel mit einem Fe,Os-Kern zeigten keine toxische
Wirkung und waren damit geeignet, um als Nanotransporter zu dienen.

Aus dem Vergleich der Wirkung des Fe,O3-Trégersystems mit der Wirkung der reinen
CpG-ODNs, lie sich schlieen, dass das Tréagersystem sowohl die Wirkkinetik
beschleunigte als auch die Intensitéat der hervorgerufenen Reaktion verstarkte. Zudem stieg
in beiden Féllen nach der Zugabe von CpG-ODNs die Impedanz nach Erreichen eines
Plateaus, was zeitgleich mit einer erhohten Mikromotion mit langzeitigen Fluktuationen
auftritt. Zusammengefasst bedeutet das, dass sowohl die frei in Lésung als auch die an
Nanopartikel gebundenen CpG-ODNs die zellulare Mikromotion steigerten und den
Barrierewiderstand der Zellschicht verringerten. Letzteres konnte Uber das
Herunterregulieren der Adhédsionsmolekiile erklart werden, und zwar insbesondere der
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Cadherine, wie es bereits fur plasmazytoide dendritische Zellen, aus Knochenmark
gewonnenen dendritischen Zellen und Langerhans-Zellen gezeigt wurde.?*

Abbildung 7-10 fasst die Abfolge der Reaktionen, welche durch die CpG-
funktionalisierten ~ Metalloxid-Nanopartikel ~ eingeleitet ~ wird, in den  A549-
Lungenkrebszellen ~ (Adenokarzinom) zusammen. Die Zellen nahmen beide
Nanopartikelsorten auf. Sowohl die Aufnahme von CpG-ODNs, welche an die
Nanopartikel gebunden waren, als auch von freien CpG-ODNs aktivierte den TLR-9-
Signalweg. Dies fiihrte einerseits zu einer gesteigerten Motilitat der Zellen und andererseits
zu einem Verlust an Zell-Zell-Bindungen. Die Kombination aus gesteigerter Motilitat auf
der einen Seite und der Verlust an interzellularen Kontakten auf der anderen, konnte
enormen Einfluss auf das Migrationsverhalten der Krebszellen ausiiben und so zu einer
erhdhten Gefahr durch Metastasenbildung fiihren. Aus diesem Grund stellt das Behandeln
von Krebszellen mit synthetischen TLR-9-Agonisten, wie es von Klinman im Jahre 2004
vorgeschlagen wurde, eine ernstzunehmende Gefahr dar, und es bedarf noch weiterer
Studien.?* In Abbildung 7-10 wird gezeigt, dass die Zugabe von MnO-basierten
Nanopartikeln zum Zelltod fuhrte, wohingegen das auf y-Fe,Os-basierte Tragersystem
keinen beobachtbaren Einfluss im Bereich der eingesetzten Konzentration auf die
Viabilitat der A549-Zellen aufwies. In vorherigen Versuchen konnte kein zytotoxischer
Effekt der MnO-Nanopartikel auf CaKil-Zellen gefunden werden, was suggeriert, dass die
Toxizitat von Nanopartikeln nicht nur von der GrélRe, Form, Funktionalisierung und dem
Kernmaterial abhangt, sondern auch von den verwendeten Zelltypen.?®

Effect of CpG-ODN-functionalized MnO- and Fe,0;- : Toxic Effect of MnO-

nanoparticles and pure CpG-ODNs on A549 cells nanoparticles

Abb. 7-10. Einfluss der immunstimulierenden Metalloxid-Nanopartikel auf A549-Zellen (aus *).
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7.3 Zusammenfassung und Ausblick

Monodisperse Mangen(ll)-oxid- und Eisen(l11)-oxid-Nanopartikel konnten durch
Ummantelung mit einem biokompatiblen Polymer wasserldslich und durch Anbindung von
Fluoreszenzfarbstoffen sowie synthetischen, einzelstrangigen, immunstimulierenden CpG-
Oligodesoxynukleotiden multifunktional synthetisiert werden. Die Tréagersysteme auf
Basis der Nanopartikel erwiesen sich als wesentlich effektivere Stimulantien als freie CpG-
ODNs fur den in A549-Lungenepithelzellen TLR-9 induzierten Signalweg und, im Falle
mit y-Fe,03-Kerns, als nicht toxisch. Dank zeitaufgeldster Impedanzspektroskopie konnte
gezeigt werden, dass die intensive Anregung durch die Pathogene nachahmenden
Trégersysteme zu einer verstarkten Motilitdt fuhrte, welche von abgeschwachten
Barriereeigenschaften begleitet wurde, wie zum Beispiel der Abnahme an
Adhéasionsmolekulen. Es wurde hierbei angenommen, dass die dynamischen und
morphologischen Veranderungen der Krebszellen als Antwort auf die Stimulation der
TLR-9 aufzufassen sind. Diese Verdnderungen flhrten somit zu einem erhéhten
metastatischen Potential. Als Konsequenz dieses Ergebnisses miussen in Zukunft
Immuntherapien, die auf die Aktivierung der TLR abzielen, mit grolRer Vorsicht
gehandhabt werden, damit sich gutartige Tumore nicht zu bdsartigen entwickeln. Weitere
Studien sind dringend notwendig.

7.4 Experimentelles

Zusatzliche experimentelle Informationen wie eine Ubersicht der verwendeten
Chemikalien und der Analyseverfahren finden sich im Kapitel 14.

7.4.1 Synthese und Funktionalisierung der Nanopartikel

Die Eisenoxid-Nanopartikel wurden wie in Kapitel 2.4 durch thermische Zersetzung
von Eisen(lI1)-oleat in hochsiedendem Lésungsmittel dargestellt.'*” Die hier verwendeten
Nanopartikel bestanden nach XRD-Auswertungen vornehmlich aus y-Fe,;Os3. Die Synthese
der Manganoxid-Nanopartikel** und die Polymerfunktionalisierung® %" der Nanopartikel
sind in vorherigen Veroffentlichungen unserer Gruppe naher beschrieben. Die
Funktionalisierung des Kettenpolymers wurde durch quantitative Substitution der
Reaktivestergruppen von (Poly(pentafluorophenyl)acrylat) mit den Aminogruppen von
Dopamin, ATTO488- oder NBD-Piperazin, NH,-PEG800-Boc und 1,4-Diaminobutan im
Verhaltnis 18/2/25/55 in Gegenwart von Triethylamin erreicht. Alle Reagenzien wurden
schrittweise zugegeben, jeweils gefolgt von 2 h Ruhren.
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Das ATTO 488- oder NBD-Piperazina-Addukt wurde durch langsame Zugabe von
ATTO488 oder NBD zu Piperazin in wasserfreien DMF bei 0 °C gebildet. Das DMF
wurde im Vakuum abgedampft und das Produkt wurde in Diethylether rekristallisiert. Die
Umsetzung erfolgte quantitativ.

7.4.2 Zellkultur

Die Zellen wurden in ,,.Dulbecco’s Modified Eagle Medium® (Biochrom, Instamed
T043-10), welches 10 % fotales Kélberserum (PAA, A101009-0808) und 4 mM L-
Glutamin beinhaltete, unter 7.5 % CO,-Atmosphére und 100 % Luftfeuchtigkeit bei 37 °C
kultiviert. Das Medium fir die Versuche enthielt zusatzlich 2.5 mg/ml Amphotericin B,
100 IE/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin. Die Kultivierung erfolgte entweder in
25 cm? oder 75 cm? Zellkulturflaschen.

7.4.3 MTS-Tests

Der MTS-Test ,,CellTiter 96® Adqueous One Solution Cell Proliferation Assay”
(Promega, USA) wurde nach Herstellerangaben verwendet. Dafir wurde die optimale
Anzahl von 12x10° Zellen pro well in einer 96-well Mikrotiterplatte bei 37 °C, 7.5 %iger
CO,-Atmosphére und 100% Luftfeuchtigkeit wachsen gelassen. Nach Erreichen der
Konfluenz wurden die Nanopartikel in die wells gegeben. Nach 24 oder 48 h wurde der
Uberstand entfernt, die wells mit vorgewarmtem Medium ausgespiilt und das MTS-
Reagenz zugegeben. Nach 60 min Inkubation bei Wachstumsbedingungen wurde die
UV/Vis-Absorption bei einer Wellenlange von 490 nm und 650 nm mittels eines
Mikroplattenlesers  (Molecular Devices, Ismaning, Deutschland) bestimmt. Die
unbehandelten Zellen dienten als Positivkontrolle und mit 4 % TritonX100 behandelte
Zellen als Negativkontrolle. Jede Partikelsorte wurde 6-mal (24 h) bzw. 4-mal (48 h)
Uberprift.

7.4.4 Immunzytochemie

Zur Kontrolle, ob die A549-Zellen den TLR-9 in den Lysosomen exprimieren, wurden
die entsprechen Zellbestandteile spezifisch geféarbt. Der Transkriptionsfaktor p65 wurde
gefarbt, indem zuerst eine 2 pg/ml Lésung primérer Antikérper Kaninchen anti-p65 1gG
(Biolegend, USA) und dann eine 5 pg/ml Losung sekundarer Antikdrper mit Alexa546-
konjugiert Ziege anti-Kaninchen IgG (Invitrogen, Germany) zugeben wurden. Die Zellen
wurden mit einer 4 %igen Paraformaldehyd-Ldsung bei Raumtemperatur fir 10 min
fixiert. Nach drei Waschzyklen mit PBS wurde 20 °C kaltes Methanol zu den Zellen
geben. Die Proben wurden fiir weitere 5 min bei -20 °C inkubiert. Anschlieend wurden
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sie zwei weitere Male mit PBS gewaschen und die Zellen mit dem priméren Antikorper fir
60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nachdem die Zellen 5-mal fur mindestens 5 min mit
PBS abgespult wurden, wurden die Zellen mit dem sekundaren Antikérper fir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert und erneut 5-mal fur 5 min mit PBS abgesplilt.

Um die Lysosomen anzufarben, wurden die Zellen unter Wachstumsbedingungen mit
einer 50 nM Ldsung Lysotracker DND-22 blau (Invitrogen, Deutschland) im Medium
inkubiert. Nach 45 min wurde der Uberstand durch PBS ersetzt.

7.4.5 ECIS-Messungen und Rauschanalyse

Die ECIS-Messungen wurden an einem kommerziell erhéltlichen System (ECIS Z0,
Applied Biophysics, NY, USA) durchgefihrt. Der Elektrodenaufbau (8W1E) war ebenfalls
von Applied Biophysics und bestand aus 8 separaten Elektrodenzellen, jede mit einer
einzelnen Elektrode mit 250 um Durchmesser ausgestattet (siehe Abb. 7-11). Die
Impedanz wurde entweder bei einer festen Frequenz von 4 kHz als Funktion der Zeit oder
als Funktion der Wechselstromfrequenz und der Zeit gemessen. Fur die Messungen
wurden in alle der 8 Elektrodenzellen A549-Zellen gegeben. Die Zellen wurden eine
Stunde vor der Zugabe in einem Inkubator (CO,Cell, MMM, Deutschland) mit 200 pl
Wachstumsmedium, das zusétzlich Amphotericin B, Penicillin und Streptomycin enthielt,
inkubiert. Die in 200 pl Medium dispergierten Nanopartikel wurden 27 h nach dem
Beladen der Elektrodenzellen mit Zellen hinzugegeben. Alle Messungen wurden unter
Standard-Zellkulturbedingungen durchgefihrt.

Abb. 7-11. Aufbau der Elektrodenzellen (8W1E) fur ECIS-Messungen (www.biophysics.com).

7.4.6 Rausch-und Varianzanalyse

Die Rauschanalyse wurde als Funktion der Abtastrate des ECIS-Gerétes durchgefihrt.
Im Fall der mit CpG-Fe,O3- und CpG-MnO-NP behandelten Zellen war die Abtastrate
ungefahr ein Drittel geringer als die Abtastrate der unbehandelten Zellen. Das Fenster fir
die Rauschanalyse wurde deswegen bei den genannten Proben um ein Drittel verringert,
damit die Analysenzeiten konstant gehalten werden konnten.
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Fur die Varianzanalysen wurden die Impedanzdaten normalisiert, indem ein Wert von
1 der Impedanz vor der Behandlung mit Nanopartikeln oder reinen CpG-ODNs und ein
Wert von 0 der Impedanz der blanken Elektroden zugeordnet wurde (siehe Abb. 7-12,
blaue Linie). Die Daten wurden von Trends befreit anhand eines gleitenden Durchschnitt-
Algorithmus. Der Algorithmus bestimmte die Durchschnittswerte in einem Bereich
definierter Grolke (hier 4000 Datenpunkte fir Zellen mit CpG-Fe,Os- und CpG-MnO-
Nanopartikel, 6000 Datenpunkte fur die unbehandelten Zellen und die mit CPG-ODNS).
Dieser Durchschnittswert wurde von dem Impedanzwert in der Mitte des definierten
Bereichs abgezogen. Wurde der Bereich kontinuierlich tber den Zeitverlauf der Messung
verschoben, so ergab sich der lokale Trend (in Abhéngigkeit von der BereichsgroRe) fiir
jeden Datenpunkt (siehe Abb. 7-12, rote Linie). Am Ende fihrte die Subtraktion dieses
Trends zu trendbefreiten Daten, welche um null fluktuierten (siehe Abb. 7-12, griine
Linie).

Nun wurde die Varianz der Daten bestimmt, indem, wie oben beschrieben, erneut ein
Bereich definierter GroRRe Uber die Daten verschoben wurde. Der Varianzwert jedes
Bereichs wird der Zeit des ersten Datenpunktes im korrespondierenden Bereich zugeordnet
(Eulersches Polygonzugverfahren). Das Inkrement zwischen den aufeinanderfolgenden
Bereichen war auf 10 Punkte eingestellt.
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Abb. 7-12. Darstellung des Algorithmus fir den gleitenden Mittelwert; normalisierte Impedanz
(blaue Linie), aus dem Algorithmus bestimmter, lokaler Trend des Signals (rote Linie) und der aus
der Subtraktion erhaltenen Fluktuation um O (griine Linie) (aus *).
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8  Multifunktionale Silica-Funktionalisierung von
Eisenoxid- und Gold@Eisenoxid-Nanopartikeln

8.1 Einleitung

Dank der geringen Toxizitat'® 4 2% 262266 nd magnetischen Eigenschaften sind

Eisenoxid-Nanopartikel fur viele Anwendungen interessant. Zum einen zadhlen hierzu In-
vitro-Anwendungen wie Biosensorik, magnetische Aufreinigung/Trennung von
Biomolekiilen und Biokatalysatoren.* % 272"t 7ym anderen werden in der Medizin
Anwendungen wie beispielsweise der Hyperthermie, gezielter Wirkstoffstoffabgabe oder
dem Einsatz als MRT-Kontrastmittel groBes Potential zugesprochen.'® 42 26721 Damit
Nanopartikel bei In-vivo-Anwendungen zum Einsatz kommen kdnnen, ist es unabdingbar,
sie mithilfe einer Oberflachenfunktionalisierung in wassrigen Medien stabil dispergierbar
zu machen. Eine Oberflachenfunktionalisierung (siehe Kapitel 2.1.3), die darlber hinaus
nicht nur eine zielgerichtete therapeutische Wirkungsweise, sondern zusatzlich noch
vielfaltige diagnostische Methoden ermdglicht, stellt hierbei den theranostischen ldealfall
dar.

In  diesem Kapitel wurden monodisperse  Eisenoxid-Nanopartikel  und
Gold@Eisenoxid-Heterodimere mittels reverser Mikroemulsion nach gruppeneigener
Vorschrift?’? mit einer multifunktionalen Hille auf Silica-Basis ausgestattet. Wie in
Abbildung 8-1 veranschaulicht, diffundierten die noch mit Olsaure umhillten Eisenoxid-
Nanopartikel in die Mizellen der Wasser-in-Ol-Emulsion, welche zuvor durch Zugabe von
Igepal® CO-520 und Ammoniak in Cyclohexan ausgebildet wurden. Dort wurde
schrittweise die Silica-Schale aufgebaut und funktionalisiert. Zuerst wurden zeitgleich
TEOS und FITC beigeben. Das TEOS wurde durch die basischen Bedingungen aktiviert,
reagierte mit den Hydroxylgruppen auf der Oberflache der Nanopartikel und baute durch
weitere Reaktion mit TEOS-Molekilen die SiO,-Schale auf. Wéhrenddessen wurde der
Fluorophor in die Schale mit eingebaut. Danach folgte
2-[Methoxy(polyethylenoxy)propyl]trimethoxysilan (PEG-TES) fur die Wasserldslichkeit
und zuletzt 3-Aminopropyltriethoxysilan (APS) als Aminoankergruppe fiir biofunktionale
Molekile. Zusammen mit den magnetischen Eigenschaften der Eisenoxid-Nanopartikel
ergab sich ein vielseitiges System fur mogliche Anwendungen in der Nanomedizin.
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Wasser-in-Ol-Mizelle
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Abb. 8-1. Schema der Darstellung mulitfunktionaler magnetischer Eisenoxid@SiO,-Kern-Schale-
Nanopartikel per Wasser-in-Oel-Mikroemulsion fiir biomedizinische Anwendungen.
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8.2 Ergebnisse und Diskussion

8.2.1 TEM-Charakterisierung von Eisenoxid@Silica-Nanopartikeln

Die Abbildung 8-2 zeigt TEM-Aufnahmen von Eisenoxid-Nanopartikeln nach der Silica-
Ummantelung. Aufgrund des geringen Streukontrastes der SiO,-Schale im Vergleich zum
Eisenoxid-Kern erschien die SiO,-Schale heller. Der Streukontrast der organischen
Verbindungen wie PEG und APS ist so gering, dass diese nicht mit dem verwendeten
Elektronenmikroskop aufgel6st werden konnten.
R £ Ned
;__‘,’.33
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».
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Abb. 8-2. TEM-Aufnahmen von Fe;0,@SiO,(NH,)-Kern-Schale-Partikeln (a, b, c).

In den TEM-Aufnahmen war zu erkennen, dass stellenweise zwei bis drei Eisenoxid-
Nanopartikel in einer Silica-Schale eingeschlossen waren und einzelne Silica-Nanopartikel
ohne Kern auftraten. Ersteres spricht fur mehrfache Einschliisse von Eisenoxid-
Nanopartikeln in den Mizellen, letzteres fir eine Mizelle ohne Einschluss eines Eisenoxid-
Nanopartikels. Mehrfacheinschliisse und Silica-Partikel ohne Kern traten zumeist nur in
geringen Malien auf. Einzelne Silica-Partikel konnten durch magnetische Separation
abgetrennt werden.

Fur die magnetische Separation wurde eine magnetische S&ule von Miltenyi Biotec
verwendet. Abbildung 8-3 zeigt die Effizienz der magnetischen Aufreinigung am Beispiel
einer Probe an Eisenoxid@SiO,(NH,)-Nanopartikeln, bei der ein Unterschuss an
Eisenoxid-Nanopartikeln eingesetzt wurde, um eine grof3e Anzahl an Silica-Nanopartikeln

101



Magnetische Nanopartikel fir medizinische und weitere Anwendungen

zu generieren. Aufnahme a zeigt die Probe vor der magnetischen Separation mit vielen,
kleineren Silica-Nanopartikeln. In Aufnahme b ist das Filtrat nach dem Waschen mit
Aceton zu sehen, in dem sich die Silica-Nanopartikel mit wenigen Eisenoxid@SiO,(NH,)-
Nanopartikeln befinden. Die Aufnahme c zeigt die Nanopartikel, welche zunéchst auf der
Séule zurtick geblieben sind und nach dem Entfernen des Magneten mit Methanol von der
Séule gespilt wurden. Die geringe Menge an Eisenoxid@SiO2(NH2)-Nanopartikeln,
welche nicht auf der Séule gehalten werden konnte und im Filtrat vorzufinden ist, geht
wohl darauf zuriick, dass die Ansatzmenge die Kapazitatsgrenze der Saule erreichte.

Abb. 8-3. Eine mit SiO,-Nanopartikeln verunreinigte Fe;O,@ SiO,(NH,)-Nanopartikelprobe vor (a)
und nach der Separation mittels magnetischer Saule (b, c).

Die Eisenoxid@SiO,(NH,)-Nanopartikel bilden stabile kolloidale Lésungen, welche im
Extremfall bis zu einem Jahr in Losung blieben. TEM-Untersuchungen zeigten keine
erkennbaren Veranderungen an diesen Partikeln (siehe Abbildung 8-4).

—e W=

| 100nm ‘ e

Abb. 8-4. Fe;0,@SiO,(NH,)-Nanopartikel, 1 Jahr nach Dispersion in wassriger Ldsung. Die
Partikel zeigen keine Veranderungen (vergl. Abb. 8-2).
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8.2.2 TEM-Charakterisierung von Gold@Eisenoxid @Silica-Nanopartikeln

Die Au@Fe;04-Heteronanodimere bildeten wie die Fe3O4-Nanopartikel eine Silica-
Schale aus. Die TEM-Aufnahme in Abbildung 8-5b zeigt ein Dimer mit kontrastarmer
Silica-Schale, der graulichen Eisenoxid-Doméne und der dunklen Gold-Doméne.

Abb. 8-5. TEM-Aufnahmen von Au@Fe;O4-Nanoheterodimeren mit SiO,-Schale.

Fur Au@MnO@sSilica-Nanopartikel, welche vor der Silica-Ummantelung mit
1-Octadecanthiol funktionalisiert wurden, konnte unsere Gruppe ausfihrlich zeigen, dass
nur die MnO-Doméne und nicht die Au-Doméane mit Silica tiberzogen wurde.’”® Bei den
Au@Fes;04-Nanopartikeln konnten analoge Ergebnisse erzielt werden, sofern die
Au@Fe304-Nanopartikel zuvor mit 1-Octadecanthiol oder Cysteamin behandelt wurden
und eine moglichst diinne Silica-Schale durch Anpassen der Reaktionsparameter gebildet
wurde. Die TEM-Aufnahmen in Abbildung 8-6 zeigen Au@Fe3;04-Heterodimere mit einer
feinen Silica-Schale (<2 nm). Diese ist auf den TEM-Aufnahmen aufgrund des geringen
Streukontrastes nur schwer auszumachen. Trotzdem zeichneten sich die Proben ebenfalls
durch eine gute Wasserloslichkeit aus.

103



Magnetische Nanopartikel fir medizinische und weitere Anwendungen

. 20 nr.r)__ff

Abb. 8-6. TEM-Aufnahmen von Au@Fe;04-Nanoheterodimeren mit SiO,-Schale (< 2 nm).

Eine kiirzlich erschienene Publikation von Wu et al. bestatigte diese Beobachtungen.?’
Auch hier konnte durch Belegung der Gold-Doméane von 8 nm@12 nm Au@Fe304-
Nanodimeren mit einem langkettigen Thiol vor der reversen Mikroemulsion eine Silica-
Bildung auf der Gold-Doméne verhindert werden, so dass sich nur auf der Eisenoxid-
Doméne eine stark ausgeprégte Silica-Schale entwickelte. Ohne Thiolligand wurden die
Dimere komplett mit Silica umschlossen. Dieses Phdanomen wurde anhand der starken
Thiolbindung auf Gold erklart. Wahrend im Gegensatz zum FesO4 die Olsaure- und
Oleylaminliganden leicht unter basischen Bedingungen in den reversen Mizellen
ausgetauscht werden konnten, blieb der hydrophobe Thiolligand am Gold erhalten und
verhinderte die Einbindung der Gold-Doméne in die wassrige Mizelle.

cyclohexane + C,,SH

Abb. 8-7. Schema Uber die Lage von Au@Fe3;O4-Heterodimeren in reversen Mizellen in
Anwesenheit von Alkanthiolen und Ammoniak (aus 2.
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Dariiber hinaus konnte bei den Gold@Eisenoxid-Nanopartikeln mit Silica-Schale
ebenfalls die Bildung von Uberstrukturen beobachtet werden (siehe Abb. 8-8), was
weiterhin fir eine enge GrolRenverteilung der Proben spricht und damit auch gut definierte
Eigenschaften der Proben garantiert.

Abb. 8-8. TEM-Aufnahmen eines 3D-Superlattice aus Au@Fez;0,@SiO,-Nanoheterodimeren.

Interessanterweise wurde bei Proben, und zwar insbesondere bei solchen mit einem
erhohten Anteil an freien Gold-Nanopartikeln, die Bildung von Gold@Silica-
Nanopartikeln beobachtet (siehe Abb. 8-9). Es schien sich hierbei um Dimere zu handeln.
Diese Ergebnisse konnten mit Pt-Nanopartikeln wiederholt werden und werden derzeit in
unserer Gruppe untersucht.

ot L% eom

Abb. 8-9. TEM-Aufnahmen von Au@SiO,- und Au@Fe;0,@SiO,-Nanopartikeln.
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8.2.3 UV/Vis-Charakterisierung

Die Abbildung 8-10 zeigt das UV/Vis-Absorptionsspektrum von Fes;0,@SiO2(NH,)-
Nanopartikeln (blau) und FesO,@Au@SiO,(NH,)-Heterodimeren (rot), beide mit FITC in
der Silica-Schale sowie das von Fe;O,@SiO,(NH;)-Nanopartikeln ohne FITC (schwarz)
und schlielich nur FITC in Wasser (griin). Die Partikelproben wurden zusétzlich mittels
magnetischer Separation aufgereinigt, um auszuschlieBen, dass noch freier Farbstoff
vorhanden war.

Die Fe30,@SiO,(NH,)-Nanopartikel mit einer diinnen Silica-Schale ohne FITC haben
wie zu erwarten kein Maximum bei den Absorptionswellenldngen des Farbstoffes um
500 nm. Wegen der Absorption der Eisenoxid-Nanopartikel steigt diese zu kleineren
Wellenzahlen hin stark an.

Die Fe30,@SiO,(NHy)-Nanopartikel mit FITC (blau) zeigten im Bereich um 500 nm
ein Absorptionsmaximum, welches sich in Form einer leichten Schulter im Graph
ausdruckte. Dieser Absorptionsbereich deckt sich mit dem des Farbstoffes, was fiir eine
Einbindung des Farbstoffes in der Silica-Schale sprach. Die schwache Ausprédgung der
Absorptionsbande  des  Farbstoffes  beruhte darauf, dass die vermessenen
Fe;0,@Si0O,(NH,)-Nanopartikel nur eine geringer ausgepragte Silica-Schale besalien und
dementsprechend wenig Farbstoff in der Schale vorhanden war.

—— Fe,0,@SI0,(NH,)FITC
—— Fe,0,@SiO,(NH,)

—— Au@Fe,0,@SIO,(NH,)FITC
FITC

relative Absorption

T T
400 600
Wellenlange / nm

Abb. 8-10. UV/Vis-Spektren von Fe;0,@SiO,(NH,)- und Fe;O,@Au@ SiO,(NH,)-Nanopartikeln mit
FITC und freiem FITC in Wasser.
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Die Absorptionskurve der FesO,@Au@SiO,(NH>)-Nanopartikel (rot) mit einer starker
ausgepragten Silicaschale war in guter Ubereinstimmung mit dem freien FITC-Farbstoff
(gran). Beide zeigten ein Absorptionsmaximum bei 495 bzw. 494 nm. Aufgrund der
Absorption der Partikel war die Bande bei den Partikeln weniger stark ausgepragt als beim
Farbstoff. Folglich stieg im Gegensatz zum freien Farbstoff auch die Absorption mit
kleineren Wellenzahlen an. In der Literatur wurde beobachtet, dass die Eisenoxid-Domane
die Bande der Oberflachenplasmonenresonanz bei Gold@Eisenoxid-Dimeren signifikant
vermindert und zu anderen Wellenzahlen verschiebt.?!? Da hier zusitzlich die Gold-
Doméne im Verhéltnis zur Eisenoxid-Domane wesentlich kleiner und eine Silicaschale
vorhanden sowie die Bande der Oberflachenplasmonenresonanz  bereits im
Absorptionsspektrum der reinen Gold-Nanopartikel nur schwach ausgebildet war (vgl.
Abb. 5-6), war im Spektrum die Bande der Oberflachenplasmonenresonanz der Gold-
Doméne bei 513 nm nicht zu sehen.

8.3 Zusammenfassung und Ausblick

Mittels einer Ummantelung mit Silica durch eine Wasser-in-Ol-Mikroemulsion
konnten Fe30,@SiO,-Kern-Schale-Nanopartikel und Au@Fe;0,@SiO,-Kern-Schale-
Nanopartikel synthetisiert werden, welche langzeitstabile kolloidale Losungen in Wasser
bildeten. Durch Anbinden von Thiolliganden auf der Gold-Doméne der Au@Fe3;0;-
Nanoheterodimere vor der Silica-Ummantelung konnten Gold@Eisenoxid@Silica-Kern-
Schale-Nanopartikel mit Silica-freier Gold-Domane erhalten werden.

Zusétzlich wurde durch den Einbau von Farbstoffen in die Silica-Schale und der
Anbindung freier Aminogruppen auf der Silica-Schale eine Plattform flr die Anbindung
von biofunktionalen Stoffen geschaffen, die eine vielseitige Funktionalisierung erlaubt.
Aufgrund ihrer magnetischen Eigenschaften war eine einfache und effektive Aufarbeitung
mittels magnetischer Separation méglich.
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8.4 Experimentelles

Zusatzliche experimentelle Informationen wie eine Ubersicht der verwendeten
Chemikalien und der Analyseverfahren finden sich im Kapitel 14.

8.4.1 Thiolbelegung der Gold-Domane in den Au@Fe304-
Nanoheterodimeren

Die Belegung der Gold-Doméne mit Thiolliganden erfolgte durch Lésen von 10 mg
Gold@Eisenoxid-Dimere in 3 ml Chloroform, Zusatz von 50 mg 1-Octadecanthiol oder fir
die Aminofunktionalisierung von 50 mg Cysteamin und anschlielender Behandlung im
Ultraschallbad fur ca. 1.5 h.

8.4.2 Ummantelung der Nanopartikel mit Silica

Die Silica-Ummantelung wurde nach einer von unserer Arbeitsgruppe Kkirzlich
verdffentlichten Methode durchgefiihrt.”

Es wurden bei Raumtemperatur in 35 ml Cyclohexan 2.0 g Igepal® CO-520 geldst und
durch Einleiten eines leichten Argonstroms unter Rihren entgast. Nach 30 min wurden 9 —
11 mg Nanopartikel (FesO4 oder Au@Fes0,4) geldst in 1 ml Cyclohexan zugeben und die
Losung wurde fur weitere 15 min entgast. Zur Bildung der Mizellen wurden 150 ml konz.
NH4OH-L6sung langsam zugetropft, worauf sich die Losung kurz triibte. Nach weiteren
5 min wurden 112 ml (0.5 mmol) TEOS und eine Mikrospatelspitze FITC zugegeben. Die
Losung wurde Gber Nacht unter Argonatmosphére gertihrt. Die PEGylierung der Partikel
erfolgte durch Zugabe wvon 128 pl (0.25 mmol) PEG-TES, welche nach ca. 2h
abgeschlossen war, was am Ausfallen der Partikel deutlich wurde. Nach dem Dispergieren
im Ultraschallbad wurden die Partikel fir 5 min bei 5000 U/min zentrifugiert und in 3 —
5ml Aceton wieder aufgenommen. Falls die Partikel weiter funktionalisiert werden
sollten, wurden sie wiederholt aufgereinigt (Zugabe von ca. 10 ml Hexan, Zentrifugation
far 5min bei 5000 U/min und Aufnahme in Aceton oder einem anderen polaren
Losungsmittel). Sollte keine weitere Funktionalisierung mehr stattfinden, wurden die in
Aceton gel6sten Partikel auf eine magnetische Zellseperationssédule Modell LS (MACS®)
der Firma Miltenyi Biotec gegeben und mit 2 ml Aceton gewaschen. Die Partikel wurden
nach dem Entfernen des Magneten mit ca. 3 ml Methanol von der Sdule eluiert. Das
Methanol wurde abgedampft und die Partikel in Reinstwasser geldst.
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8.4.3 Aminofunktionalisierung

Die Partikel wurden in 20 ml Aceton geldst und 150 pl konz. NH;OH-L6sung unter
Rihren bei Raumtemperatur hinzugetropft. Nach 5 min wurden 150 pl (0.65 mmol) APS
und 128 pl (0.25 mmol) PEG-TES zugegeben. Die Reaktionslosung wurde fir weitere 4 h
unter Argonatmosphére geruhrt. Im Anschluss wurde die Reaktionsldsung auf ca. 3—5 ml
im Vakuum eingeengt, die Partikel durch Zugabe von Hexan ausgefallt und 5 min bei
5000 U/min zentrifugiert. Die Partikel wurden erneut in 3 — 5 ml Aceton aufgenommen
und wie im folgenden Abschnitt beschrieben, mit einer magnetischen Séule aufgereinigt.

8.4.4 Aufreinigung mittels magnetischer Saule

Zur Abtrennung der Silica-Nanopartikel von den Fe;0.@SiO,-Kern-Schale-
Nanopartikeln wurde eine LS+ Positiv Trennsdule von Miltenyi Biotec und ein
MidiMACS Separator (Magnet), ebenfalls von Miltenyi, verwendet. Die in 3 — 5 ml
Aceton geldste Probe wurde auf die S&ule gegeben. Diese Fraktion war entsprechend des
verwendeten Farbstoffes FITC grin gefarbt. Danach wurde die Probe mit weiteren 3 ml
Aceton gewaschen, wobei hier nur die ersten Tropfen noch eine Farbung aufwiesen und
dann schnell klarsichtig wurden. Nach dem Entfernen der Sdule vom Separator wurde die
Probe mit ca. 3 ml Methanol von der Sdule gespilt, was an einer starken Trubung des
Methanols zu erkennen war. Nach dem Fallen mit Hexan und Zentrifugieren bei
9000 U/min fur 5 min wurde die Probe im Argonstrom getrocknet. Im Anschluss daran
wurde die Probe in Reinstwasser aufgenommen und bei 4 °C gelagert.
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9  Wirkung von Au@Fe304-Janus-Nanopartikeln auf
menschliche Blutzellen

Das folgende Kapitel enthalt Auszuge der Publikation:

Anti-oxidative effects and harmlessness of asymmetric Au@Fe3O4 Janus particles on
human blood cells*

Lisa Landgraf,® Peter Ernst,® Isabel Schick,” Oskar Kéhler,” Hartmut Oehring®, Wolfgang
Tremel,” Ingrid Hilger®

9.1 Einleitung

Fur Nanomaterialien konnte gezeigt werden, dass sie fiir verschiedene Felder in der
Biologie und Medizin einen groRen Nutzen haben. Aufgrund ihrer einzigartigen
physikalischen und chemischen Eigenschaften spielen insbesondere metallische
Nanopartikel in bildgebenden und diagnostischen Verfahren eine wichtige Rolle.?
Eisenoxid- und Manganoxid-Nanopartikel erwiesen sich als gute T, und T, Kontrastmittel
in der Magnetresonanztomographie.”’” 2® Weitere Anwendungen schlieRen Hyperthermie
und Arzneistoffabgabe mit ein.?’® ?° Dariiber hinaus gelten Gold-Nanopartikel als
vielversprechende Kandidaten fiir bildgebende Verfahren auf Basis von Rontgenstrahlen
(CT) oder Plasmonenresonanz.?®" %% Die Kompatibilitat dieser spharischen Nanopartikel
mit menschlichen Zellen wurde in ausfuhrlichen zytotoxischen, gentoxischen sowie
Studien iiber deren zellulare Aufnahme verifiziert.?®*?’ In den letzten Dekaden haben
zweiseitige Partikel mit einer asymmetrischen Struktur, sogenannte Janus-Partikel, starke
Aufmerksamkeit erfahren, weil sie die Vorteile beider oben beschriebenen
Nanopartikelsorten vereinen kénnen.

In einer fur den biomedizinischen Aspekt relevanten Veréffentlichung haben Xu et al.
Au@Fe304-Nanopartikel als dual funktionale Proben in A431 Epithelzellen beschrieben.
Sie zeigten eine exzellente T, Relaxation und Biokompatibilitat.?!” Kirui und Mitarbeiter
konnten ebenfalls demonstrieren, dass sich sowohl magnetische Hysteresen induzieren
lassen als auch dass sie als photothermale Absorber gegen Krebszellen wirken.?® Janus-
Partikel wurden auch eingesetzt, um mit der einen Seite Platinionen gegen den Tumor

& Zentrum fir Radiologie, Jena Universitatsklinik, Friedrich Schiller Universitat Jena, Erlanger Allee 101,
07747 Jena, Deutschland

® nstitut fir Anorganische Chemie und Analytische Chemie, Johannes Gutenberg-Universitit,
Duesbergweg 10 — 14, 551228 Mainz, Deutschland

¢ Universitatsklinikum Jena, Institut fiir Anatomie I1, Teichgraben 7, 07743 Jena, Deutschland
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abzugeben und mit der anderen Seite das Her2/neu-Rezeptorprotein in Brustkrebszellen
anzusteuern.®> Des Weiteren zeigten sich FePt@Au-Nanopartikel als gute MRT-
Kontrastmittel mit einer hohen Zielaffinitit nach der Konjugation mit HmenB1-
Antikorpern, welche prostataspezifische Antigene erkennen.®®  Silber@Magnetit-
Nanopartikel wurden fur die Manipulation von Makrophagen mittels eines externen
Magnetfeldes verwendet’® und Silber@Maghemit erwiesen sich geeignet fir den Einsatz

als mogliche zellulare Biomarker®*:.

Die obengenannten optischen, magnetischen und Wirkstoff-liefernden Charakteristika
machen Janus-Partikel zu hochinteressanten Kandidaten fir biomedizinische
Anwendungen. Allerdings fehlen ausfihrliche Daten Uber ihre Biokompatibilitat beztiglich
menschlicher Zellen. Erste Untersuchungen, welche auf die Viabilitat der Zellen nach
kurzen Inkubationszeiten (24 und 48 h) mit Au@Fe3;O,-Partikeln abzielten, wurden mit
MTT/WST1 Tests unternommen.”*” 2 Allerdings ist bekannt, dass Metallnanopartikel
diese Assay-Systeme beeinflussen kénnen.?8* 22

In dieser Studie wurde die Wirkung von verschiedenen Au@Fez;04-
Zusammensetzungen auf Endothelzellen und Monozyten untersucht, da Blut den
Verteilungsweg von Nanopartikeln im Korper darstellt. Darlber hinaus wurden die
Ergebnisse von Au@Fe3;O4-Nanopartikeln mit denen von sphérischen Eisenoxid- und
Au@MnO-Nanopartikeln verglichen. Im Fokus der Studie lag die Stabilitat der Partikel in
verschieden Puffern, das Aufnahmeverhalten und der Zellmetabolismus, um Aussagen
treffen zu konnen, inwieweit anorganische Janus-Partikel besondere Leistungsmerkmale
aufweisen: (1) Da die Aufnahme von sphérischen Nanopartikeln von an der Oberflache
befindlichen NH,-Gruppen beeinflusst wird, wurde untersucht, ob ein vergleichbarer
Effekt fir asymmetrische Nanopartikel ebenfalls vorhanden war und (2) ob die NH,-
Funktionalisierung einen Einfluss auf den Zellmetabolismus und die direkte Aufnahme in
die Zellen ausiibte. (3) Um die Auswirkungen auf den Zellmetabolismus besser zu
verstehen, wurden die intrazellulare Aufnahme mit der Zellviabilitat, dem zellularen ATP-
Level und der DNS-Integritdt verglichen. (4) Zudem wurden ausfihrlich die
Auswirkungen speziell der Janus-Strukturen mit denen der sphérischen Partikel in
verschiedenen Zelllinien und Ausleseverfahren verglichen. (5) Auch der Einfluss der
Metalloxidkomponente mit FesO, oder MnO wurde untersucht. (6) Abschlielend wurde
die Rolle verschiedener Komponenten der Zellmembran auf die Adhdsion und
Internalisierung von Janus-Partikeln erdrtert. Besonders wurde auf die Frage eingegangen,
ob krankheitsrelevante Veranderungen der Zellmembranen in Endothelzellen die Adhé&sion
und Internalisierung beeinflussen, wie zum Beispiel gesteigerte endotheliale Permeabilitat
in Diabetes.?® Die Ergebnisse besitzen eine groRe Bedeutung hinsichtlich der Eignung von
Janus-Partikeln flr biomedizinische Anwendungen.
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9.2 Ergebnisse und Diskussion

Die in dieser Studie verwendeten Au@Fe3;04-Janus-Partikel unterschieden sich in der
Position ihrer NH,-Funktionalisierung. Das Schema und die TEM-Aufnahmen in
Abbildung 9-1 zeigen den asymmetrischen Aufbau der Janus-Partikel mit ihrer Silica-
Schale um die Eisenoxid-Domane und der variierenden Position der NH,-Gruppen (kurz
Au@Fe;0,4, Au@Fe304-NH; und Au-NH,@Fe;04). Um die Wirkung auf menschliche
Zellen besser vergleichen zu kénnen, wurden auch Silica-umhllte, sphérische Eisenoxid-
Nanopartikel mit und ohne NH,-Funktionalisierung (kurz FesO4 bzw. Fes04-NH;) sowie
Au@MnO-Janus-Partikel mit Silica-umhullter Manganoxid-Doméne und ebenfalls
variierender NHy-Funktionalisierung (kurz Au@MnO, Au-NH,@MnO, Au@MnO-NH,)
verwendet. TEM-Auswertungen ergaben einen Durchmesser von ca. 3.5 nm fur die Gold-
Doméne und ca. 16 nm fir die Eisenoxid-Doméne (siehe Abb. 9-1). Die Au@MnO-
Dimere besalien in etwa die gleichen Abmessungen.
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Abb. 9-1. Schema der Janus-Partikel Gold@Metalloxid (a), mit Aminofunktionalisierung an der
Metalloxid-Doméane (b) und Aminofunktionalisierung an der Gold-Doméne (c). TEM-Aufnahmen der
Au@Fes0, (d) und der sphéarischen Kontrollpartikel Fe;O4 mit Silica-Schale (e). Fluoreszenz der
mit FITC markierten Silica-Schale der Nanopartikel (f), MaRstabsbalken jeweils 20 nm (aus *’).

Die Ansatze der Janus-Partikel neigten zur Bildung von Mizellen und Clustern.®” 24 2%

Es wurde davon ausgegangen, dass dieses Verhalten aus den amphiphilen Eigenschaften
der Nanopartikel resultierte, welche durch ihre Oberflachenfunktionalisierung bestimmt
wurden. Aufgrund ihrer Oberflachenladung waren die Au@Fe;0,4 und die Au@Fe;O4-NH,
im wassrigen Medium kolloidal stabil. Hingegen lagerten sich die Au-NH,@Fe;O,4Partikel
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zu bis 1 um grofRen Agglomeraten zusammen (siehe Tab. 9-1). Wir nehmen an, dass durch
die NHy-Funktionalisierung auf der Gold-Domane ein Dipol mit positiver und negativer
Ladung entsteht, was zu einer gegenseitigen Anziehung der Janus-Partikel fuhrte und
daraus der vergroRerte hydrodynamische Durchmesser resultierte. Allgemein waren die
Janus-Partikel mit NH,-Grupppen weniger kolloidal stabil als die Varianten ohne (siehe
Tab. 9-1).

Tab. 9-1. Eigenschaften von Au@Fe;0,4-Janus-Partikeln nach Ldsen in Wasser bzw. Gibco®
MCDB 131 Kulturmedium.

PartikelgroRRe Hydrodynamischer Durchmesser Zeta-Potential
/ nm / nm /I mV
Au@Fe,0O, in Wasser pdi water  Kultur- pdi in Wasser  Kultur-
medium  medium medium
AU@Fe.O 3.5@15.1 61.0 0.200 103 0.251 -35.0 -0.003
374 +0.4@+2.4 +0.6 +0.014 +28 +0.040 *1.8 +0.300
3.5@18.1 45.0 0.193 124.00 1 21.0 -18.0
AU@Fe O, NH, — 54@+25 £0.7 0021  +49.09 +0 +0.5 £0.3
3.5@17.3 1060 0.782 2527 0.318 -24.0 -26.0
AUNH,@Fe.0,  104@+25 £608 0324 1698  +0.209 0.8 0.5

Dariiber hinaus wurden die drei verschiedenen Varianten der Au@Fe;Os-Janus-
Partikel in verschiedenen Puffern mit und ohne 10 % fetal bovine serum (FBS, fetales
Kélberserum) (siehe Tab.9-1 und Tab. 9-2) getestet, um die Wirkung beider Effekte,
ndmlich des asymmetrischen Charakters und der variierenden Position der Aminogruppen,
auf die Stabilitdt der Nanopartikel und auf die Ausbildung einer Proteinkorona zu
untersuchen. Die Inkubation im N&hrmedium, erganzt mit 10 % FBS, fiihrte zu einer
VergroRerung der hydrodynamischen Durchmesser (um ~50 nm), was auf die Bildung
einer Proteinkorona schlief3en l&sst. Die Inkubation der Nanopartikel mit einem Nahrboden
ohne zusatzliches Serum liel die hydrodynamischen Durchmesser wesentlich starker
anwachsen (um ~600 nm) (vergleiche Tab.9-1 und Tab.9-2), was hier auf ein
Agglomerieren der Partikel und im Medium mit FBS auf eine Teilstabilisierung der
Partikel durch die Proteinkorona hinweist.”® Die Messung des Zeta-Potentials in Wasser
bestétigte die negative Oberflachenladung der unbehandelten Janus-Partikel, die in
Abhédngigkeit des Ausmalles an NH,-Funktionalisierung in den positiven Bereich
verschoben wurden. Nach der Inkubation mit Serumproteinen wechselte die Ladung
jeweils ihr Vorzeichen, was die Annahme der Ausbildung einer Proteinkorona um die
Partikel weiter bekraftigte (siehe Tab. 9-1).
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Tab. 9-2. Eigenschaften von Au@Fe;04-Janus-Partikeln nach dem Ldsen in Puffer oder
serumfreien Gibco® MCDB 131 Kulturmedium. Der hydrodynamische Durchmesser und das Zeta-
Potential wurden in HBSS und im Kulturmedium ohne FBS bestimmt.

Hydrodynamischer Durchmesser / nm Zeta-Potential / mV
in HBSS pdi In serumfreien pdi in HBSS In serumfreien
Kulturmedium Kulturmedium
Au@Fe,O, 401+23  0.312+0.040 635+147 0.309+0.15 -43.0+1.1 -26+0.7
Au-N H2@ Fe304 25249 0.604+0.097 693+£114 0.392+0.206 -40.5+2.6 -22.5+1.1

Interessanterweise trat der Wechsel des Zeta-Potentials nur in stabilen
Nanopartikelldsungen auf, wie es auch von Lundqyvist et al. beobachtet werden konnte.?’
Zusammenfassend zeigten unsere Daten, dass die Oberflachenladung durch NH,-
Funktionalisierung ein wesentlicher Faktor fur die Kontrolle der kolloidalen Stabilitat und
der Ausbildung einer Proteinkorona darstellten. Die Oberflachenladung bestimmt damit
mehr das Verhalten in einer biologischen Umgebung als der asymmetrische Janus-
Charakter per se.

9.2.1 Wirkung der Aminofunktionalisierung von Janus-Partikeln auf den
Zellmetabolismus

Unsere Studien zeigten, dass die Wirkung von NH,-funktionalisierten Janus-Partikeln
auf den Zellmetabolismus hoher war als Varianten ohne NH,-Gruppen. Genauer gesagt
steigerte die NH,-Funktionalisierung die zytotoxische Wirkung der Janus-Partikel, wie es
fur die Komponenten als spharische Eindomanenpartikel bereits beschrieben wurde.?*® Die
HMEC-1 Zellen blieben nach Zugabe von nicht NH,-funktionalisierten Janus-Partikeln mit
einer Konzentration von bis zu 50 pg/ml Fe(I1)/(111) viabel (siehe Abb. 2a(i)). Unter allen
getesteten Varianten besalRen die Au-NH,@Fe3;O4 Partikel die am stérksten ausgepragten
zytotoxischen Effekte nach 24 und 48 h (siehe Abb. 9-3 a und b) sowie nach 72 h (siehe
Abb. 9-2 a). In diesem Zusammenhang kann nicht eindeutig gesagt werden, in welchem
Ausmal die Effekte auf die Agglomeration speziell dieser Janus-Partikel zurlickgehen.
Allgemein war die Wirkung der NH,-Funktionalisierung dosisabhangig. Jedoch war sie
unabhéngig davon, ob die Funktionalisierung am Gold oder Metalloxid vorhanden war.
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Abb. 9-2. Wirkung der Oberflachenfunktionalisierung auf den ATP-Zelllevel und auf die
Nanopartikelaufnahme. Die Endothelzellen wurden mit steigenden Konzentrationen von
Nanopartikeln fir 72 h inkubiert. (a) Die relativen ATP-Zelllevel wurden mittels des ATPLite Assays
detektiert. (i) Die HMEC-1 wurden mit Au@Fez04, Au@Fes0,4-NH, und Au-NH,@FesO, behandelt.
(i) Die HMEC-1 wurden mit FesO, und FesO4,-NH, behandelt. Die Daten wurden auf die
Kontrollwerte (ohne Partikelexposition) normalisiert, welche als 100% ATP-Level gesetzt wurden. *
p < 0.05 (b) Aufnahme der Zellen nach der Inkubation von Nanopartikeln (5 pg/ml Fe(l1)/(1ll)) fur
72 h. Die Eisenoxidkomponente der Nanopartikel wurde fir die Mikroskopie mit Berliner Blau
gefarbt oder mit Fluoreszenzmikroskopie von in die SiO,-Hille eingebeteten FITC visualisiert.
Lokalisierung der Janus-Partikel (blau). (c) Semi-quantitative Analyse der Nanopartikelaufnahme
(fur Details siehe Text). (Masstabsbalken jeweils 20 pm) (aus *”).

Fur die sphérischen Fe;O4- (siehe Abb. 9-2 a(ii)) und MnO- (siehe Abb. 9-3)
Nanopartikel wurde auch eine erhéhte Wirkung auf den zelluldaren ATP-Level beobachtet,
wenn die NHj-funktionalisierten Partikel verwendet wurden. In einem weiteren Schritt
wurde die Aufnahme der Janus-Partikel (5 pg/ml Fe(I1)/(111)) in den HMEC-1 daraufhin
untersucht, ob domanenabhangige (Au vs. Metalloxid) Effekte der NH,-Funktionalsierung
vorlagen. Die nicht funktionalisierten Au@Fes;O4-Janus-Partikel wurden in einem
geringfugig hoheren Ausmal aufgenommen als die funktionalisierten, ungeachtet von der
Position der NH,-Gruppe (siehe Abb. 2b und c). Dies ist wohl auf die unterschiedliche
Oberflachenladung zurlickzufuhren, wie es das Zeta-Potential nach der Inkubation im
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Zellmedium (siehe Tab.9-1) und die damit zusammenhéngende Ausbildung einer
Proteinkorona andeutet.®” *° Die Tatsache, dass Literaturdaten®* von Zeta-Potentialen
der Nanopartikel hauptséchlich von wassrigen Suspensionen stammen, limitiert den
direkten Vergleich der Daten miteinander. Die intrazellulare Verteilung der Nanopartikel
aller Janus-Partikel zeigt eine perinukleédre Lokalisation (siehe Abb. 9-2 b).
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Abb. 9-3. Wirkung der Aminofunktionalisierung und Janus-Struktur auf den ATP-Zelllevel.
Endothelzellen inkubiert mit ansteigenden Konzentrationen von Nanopartikeln. Die relativen ATP-
Zelllevel wurden mit ATPLite assay bestimmt. HMEC-1 behandelt mit Au@Fe;04, Au@FesO4-NH,
und Au-NH,@Fe;0, fir 24 (a) und 48 h (b). (c) HMEC-1 behandelt mit Au@Fe;0,4 und Fe;0,4 (72
h). (d) HMEC-1 behandelt mit Au@MnO und MnO (72 h). Die Daten wurden auf die Kontrollwerte

normalisiert (ohne Partikelexposition), welche als 100 % ATP-Level gesetzt wurden. * p< 0.05
(aus 2™).

Zusammenfassend deuteten die Untersuchungserbnisse des zellularen ATP-
Metabolismus darauf hin, dass die NH,-funktionalisierten Janus-Partikel zu einer starkeren
Reduktion des zellularen ATP-Levels fiuihrten, wobei dies nicht durch eine erhohte
Aufnahme verursacht wurde. Ferner war keine direkte Aufnahme in die HMEC-1 Zellen
aufgrund einer domanenabhangigen Funktionalisierung festzustellen.
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9.2.2 Unterschiedliche Wirkung von Janus-Partikeln auf unterschiedliche
Marker des Zellmetabolismus

Um ein moglichst umfassendes Bild von der Wirkung der Janus-Partikel auf die Zellen
zu erhalten, wurden die DNS-Integritét, die Zellviabilitat und der ATP-Zelllevel analysiert.
Interessanterweise wurde die DNS in erster Linie von den Au@Fes;0;-Janus-Partikeln
ohne NH,-Funktionalisierung geschadigt (siehe Abb. 9-4 a).
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Abb. 9-4. Verlgeich der Wirkung von Janus-Partikeln auf die DNS-Integritat, die Zellanzahl und den
Energiestoffwechsel der Zellen nach der Zugabe von Nanopartikeln. Die HMEC-1 wurden mit
50 pg/ml Fe(I)/(lll) der Au@Fes04-Janus-Partikeln oder ohne Nanopartikel (native) fir 24 h
inkubiert. (a) DNS-Integritédt gezeigt als Tail-Intensitdét (Comet Assay) im Vergleich zu den
unbehandelten nativen Zellen. (b) Die Anzahl der Zellen pro Sektion ermittelt durch Mikroskopie.
(c) Relative ATP-Zelllevel detektiet mittels ATPLite Assay. Die Tail-Intensitaten von 20 Zellen
wurden in einer Dreifachbestimmung durch Comet Assay Software ermittelt. Die ATP-Daten
wurden auf die Kontrollwerte ohne Partikelexposition normalisiert (aus ).
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Der Grund fur die genotoxischen Effekte der Au@Fes;O4-Nanopartikel blieb unklar.
Sehr wahrscheinlich gehen sie auf eine spezielle Wechselwirkung der Partikel mit der DNS
oder einer der Komponenten der DNS zuriick. Ahnliche Effekte wurden bei Eisenoxid-
Partikeln beobachtet, welche einen hydrodynamischen Durchmesser von 10 nm hatten und
mit (3-Aminopropyl)trimethoxysilan beschichtet waren.”®* Da die Zellen weiterhin viabel
waren, bestatigt durch die Zellzdhlung (siehe Abb. 9-4) und durch den unverénderten ATP-
Level, schien das System zur Reparatur der DNS weiterhin intakt zu sein. Im Gegensatz
dazu induzierten die NH,-funktionalisierten Partikel zwar keine genotoxischen Effekte,
doch flhrten sie zu einer deutlich verminderten Anzahl an viablen Zellen, ohne dabei eine
Beeintrachtigung des ATP-Levels zu zeigen (siehe Abb.9-4a-c). Die gemessene
Phosphorylierung von Histonen zeigte auch eine héhere Wirkung der Au@Fe3O,4-Partikel
auf die DNS (siehe Abb. 9-5). Dies deutete darauf hin, dass die Au@Fe3;04-Partikel einen
Schaden der DNS verursachten, welcher durch das endogene System zur Reparatur selbst
wieder behoben werden konnte. Dahingegen induzierten die Varianten von Au@Fe;O04-
NH, und Au-NH,@Fe3O, den Zelltod durch einen anderen, nicht genotoxischen
Mechanismus. Hierflr schienen Schéadigungen der zellularen Membranen verantwortlich
zu sein, wie es von spharischen, mit Chitosan modifizierten PLGA-Nanopartikeln
(Poly(lactic-co-glycolic)acid) berichtet wurde.®
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Abb. 9-5. Wirkung der Janus-Partikel auf die Phosphorylierung der Histone (a) im Vergleich mit
Analyse per Comet Assay. (b) HMEC-1 nach der Inkubation von Au@Fe;0,4-Januspartikel mit
50 pg/ml Fe(I1)/(11) und ohne Nanopartikel (native) fiir 24 h (aus 2™).
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9.2.3 Biokompatibilitat von Janus-Partikel im Vergleich

Um den Einfluss von Strukturmerkmalen untersuchen zu konnen, wurden
asymmetrische Janus-Partikel mit spharischen Fe3O4-Nanopartikeln verglichen. Die
Au@Fe;0,-Janus-Partikel bewirkten keine Anderung des ATP-Levels, wahrend die
sphérischen Fe;O4-Nanopartikel zu einem klare Anstieg des zellularen ATP-Levels nach
24 h Inkubationszeit (siehe Abb. 9-6) fiihrten. Jedoch war nach 72 h Inkubationszeit mit
Janus-Partikeln (siehe Abb. 9-3¢) ein bestdndiger Rilckgang des ATP-Levels zu
beobachten. Der vortibergehende proliferative Effekt war wahrscheinlich auf die
Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species, ROS)
zuruckzufiihren (siehe Abb. 9-6 b). Es entstand bei den spharischen Nanopartikeln mehr
ROS als bei den Janus-Partikeln. Die Tatsache, dass die Entstehung von ROS eine
nichtlineare Reaktion mit einem anfanglichen Anstieg der Proliferation initiierte, welchem
ein Abfall der Viabilitat folgte, ist ein gut beschriebenes Phanomen, was als Hormesis
bekannt ist.*** 3% Zusatzlich reduzierten die Au@FesO,-Janus-Partikel verglichen mit den
nicht behandelten Kontrollzellen den ROS-Level, was darauf hinwies, dass die Gold-
Doméne eine schiitzende Wirkung gegenlber den zytotoxischen Effekten der Metalloxid-
Doméne zeigt.%%* 3% Des Weiteren filhrten die spharischen Fe;O,-Nanopartikel zu einem
geringen Anstieg der Schadigung der DNS im Vergleich zu den unbehandelten Zellen und
denen mit Janus-Partikeln, was Uber die Phosphorylierung der Histone in einem
Fluoreszenz-Assay (H2A.X, siehe Abb. 9-6 c) ermittelt wurde.

Janus- und Eisenoxid-Nanopartikel zeigten deutliche Effekte auf wverschiedene
Zelltypen. Die Wirkung auf priméare Endothelzellen (HUVECs) war fir beide Varianten
identisch (siehe Abb. 9-6 d), jedoch reagierten diese Zellen empfindlicher als die
permanente Zellline HMEC-1 bei einer Nanopartikelkonzentration von 50 pg/ml
Fe(ID/(111) (siehe Abb. 9-6 a). Zusétzlich zeigten die permanenten Makrophagen (J7741.A,
siehe Abb. 9-6 e) eine dosisabhangige Verminderung des zellularen ATP-Levels nach der
Exposition sowohl mit sphérischen als auch den Janus-Nanopartikeln. Dementsprechend
bestimmte also die Konzentration des Eisenoxids die Viabilitat dieser Zelllinien. Auch in
mononuklearen Zellen, welche aus menschlichem Blut isoliert wurden, fihrten die
spharischen Nanopartikel zu einem starkeren Abfall des zelluldaren ATP-Levels als die
Janus-Partikel. Daraus lieR sich folgern, dass Au@Fe3;04-Janus-Partikel generell besser
biokompatibel sind als die sphérischen Fe;Os-Nanopartikel. Trotzdem bedarf es noch
weiterer Untersuchungen, um die Ergebnisse zu validieren.

120



9 Wirkung von Au@Fe304-Janus-Nanopartikeln auf menschliche Blutzellen

a
220 M Au@Fe,0, Fe,0, b B Au@Fe.0, Fe,0, c M Au@Fe,0, Fe,0,
200 - §§gg ] & 60000 7 H2A.X
= 180 4 HMEC-1 % 180 ROS ;? & . .
%. 160 - ﬁ 160 é §5000O g
S 1401 X 2§ 140 4 " % 240000 f
21201, o s & 120 - ﬁ % £ f
o 1 7B 30000
= ‘M’ ’NH 7K | ] > 100 7 / 3] /
<o 1MUNVEVHY 2 o1 W/ ] & %
o MUV EUE = W 7] §2000° %
= 70 7B 7R 7R 78 ‘Rl 7% 7 BE 7
5 70 ‘B 70 ‘0 ‘R 7 Z /] 10000 7
S Il 70 78 7R 7K 7B 7 1 B/ 7 7
"2V % \W é 0 %
1 5 10 20 50 100 native 10 50 native 10 50
c Fe(I)/(IN) [pg/mi] ¢ Fe(l)/(N) [ug/mi] ¢ Fe(ll)/(1ll) [ug/mi]
d B Au@Fe,0, Fe,0, e B Au@Fe,0, Fe 0, f B Au@Fe,0, Fe,0,
3?140 1 HUVECs 3?140 1 J774A.1 |i| 3'3'140 7 mononuclear cells
=120 - =120 A =120 A X
£ 100 4 £100 - €100 -
2 2 ] *
a 801 a 80 1 a 80 1 —
% 60 4 T 60 4 T 60 4
2 40 4 $ 40 4 $ 40 4
8 20 - s 20 4 8 20 4
£ 0 4 £ 0 A 2 0 4
native 10 50 native 10 50 native 10 50
¢ Fe(ll)/(1N) [ug/mI] c Fe(ll)/(INl) [pg/ml] ¢ Fe(l1)/(IN1) [pg/mi]

Abb. 9-6. Einfluss der assymmetrischen Struktur der Nanopartikel auf den ATP-Zelllevel, ROS-
Zelllevell und DNS-Schaden 24 h nach der Inkubation mit unterschiedlichen Konzentrationen von
Au@Fe30,4-Janus-Partikel und sphéarischen FesO4-Nanopartikeln.  (a) ATP-Zelllevel von
permanenten Endothelzellen (HMEC-1). (b) Relativer ROS-Zelllevel der HMEC-1 gemessen mit
dem OxiSelect ROS Assay. (c) Phosphorylierte Histone nach der Nanopartikelexposition sichtbar
gemacht via zytologischem Farben mit Anti-Histon H2A.X Antikdrper und einem Cy5 gelabelten
sekundéaren Antikérper. ATP-Zelllevel von (d) priméren Endothelzellen (HUVECS), (e) permanente
Makrophagen (J774A.1) und (f) frisch isolierte, humane, mononukledre Zellen. Die ATP-Daten
wurden auf die Kontrollwerte (ohne Partikelexposition) normalisiert, welche als 100 % ATP-Level
gesetzt wurden. Die ROS-Werte wurden auf die viablen Zellen normalisiert, welche wéhrend des
ATP Assays gemessen wurden. *p< 0.05 (aus *).

Beide Varianten sammelten sich perinukledr bei &hnlichen Aufnahmeraten von ca.
60 % (siehe Abb. 9-7) an, so dass eine vermehrte Aufnahme der spharischen Fe3Oy-

Nanopartikel in die HMEC-1 nicht der Grund fiir den hier starker ausgeprégten Effekt sein
dirfte.

Abschlielend l&sst sich zusammenfassen, dass in Langzeitexperimenten mit
Endothelzellen die Janus-Partikel eine bessere Biokompatibilitat als die sphérischen FezOg4-
Nanopartikel aufwiesen. Darliber hinaus besitzen sie antioxidative Eigenschaften gegen
ROS, welche Zellen und Gewebe schitzen konnen.
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Abb. 9-7. Wirkung der Janus-Struktur auf die Nanopartikelaufnahme. (a) Nanopartikelaufnahme in
die Zellen nach Inkubation mit Nanopartikeln (5 ug/ml Fe(ll)/(1l1)) fur 72 h. (b) Semi-quantitative
Analyse der Nanopartikelaufnahme. (c) Unbehandelte HMEC-1 gefarbt mit Berliner Blau (aus *’).

9.2.4 Die Rolle der Metalloxidkomponente in den Janus-Partikeln

Die Daten zeigten beim Vorhandensein einer Manganoxid-Domane eine starkere
konzentrationsabhangige Senkung des zellularen ATP-Levels als bei einer Eisenoxid-
Doméne (siehe Abb. 9-8 a).

Aufgrund optischer Mikroskopie und semi-quantitativer Analysen konnte
ausgeschlossen werden, dass das Aufnahmeverhalten verantwortlich war (siehe
Abb. 9-8 b). Bei der Aufnahme der Au@MnO- gegeniiber der Au@Fe3;0,4-Janus-Partikel
ohne NH_-Funktionalisierung war kein relevanter Unterschied feststellbar (vgl. Abb. 9-8 b
(i) mit (ii)). Die intrazellulare Nanopartikelverteilung aller in dieser Studie verwendeten
Janus-Partikel war perinucleédr. Entsprechend den Ergebnissen der semi-quantitativen
Analysen haben in jedem Ansatz nahezu alle Zellen Janus-Partikel aufgenommen (siehe
Abb. 9-8 ¢ links und rechts). Daher konnte eine erhthte Aufnahme als Grund fir die
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starkere Wirkung der Au@MnO-Partikel auf den Zellmetabolismus ausgeschlossen
werden. Mit grofRer Sicherheit lag es an einem grofieren zytotoxischen Potential, wie
bereits bei sphéarischen MnO-Nanopartikeln von uns beobachtet wurde (siehe Kapitel 4).
Auch zeigten spharischen Magnetit-Nanopartikel eine bessere Biokompatibilitat in
Rattenleberzellen als MnO-Nanopartikel,*®® so dass hier die Zusammensetzung der Partikel
fur diesen Effekt verantwortlich war, welcher gleichermaBen in sphérischen als auch in
asymmetrischen Janus-Partikeln auftrat.
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iy e T T
T 100 A
£ 80 -

o
i 60 1
R
% 20 -
E’ 0 “ T T T T
0,1 1 5 10 50

¢ metal oxide [ug/ml]

b Au@Fe;0, Au@MnO

Cc 1®without particles A¥ with particles
1004
807
60 -
40+
20 4
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Abb. 9-8. Einfluss der verschiedenen Metalloxidkomponenten der Janus-Partikel auf den ATP-
Zelllevel und die Internalisierung. Fur die Messung der ATP-Level wurden die Endothelzellen fiir
24 h mit ansteigendender Konzentration von Au@Fe3;0,4- und Au@MnO-Janus-Partikeln inkubiert.
(a) Der relative ATP-Zelllevel wurde mit einem ATPLite Assay bestimmt. Die Daten wurden auf die
unbehandelten Zellen als 100% normalisiert. * p< 0.05 (b) Mikroskopische Auswertung der
Nanopartikelaufnahme von HMEC-1 nach der Behandlung mit (i) Au@Fes0,, (i) Au@MnO,
Massstabsbalken (i) 50 um und (i) 20 ym. Rote Pfeile: Mit Berliner Blau gefarbte Nanopartikel
(blau). Weil3e Pfeile: FITC markierte Nanopartikel (grtin). Nucleus gefarbt mit Hoechst (blau). (c)
Semiquantitative Analyse der Nanopartikelaufnahme (1 pg/ml Fe(1)/(111) bzw. Mn(ll)) 24 h nach der
Inkubation. Internalisierte Au@Fe3O04-Nanopartikel: blaue Balken und Au@MnO: grine Balken
(aus *™).
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9.2.5 Einfluss der Inkubationszeit auf den zellularen ATP-Level und auf die
Internalisierung der Janus-Partikel

Es konnte eine zeitabhdngige Verminderung des zellularen ATP-Levels festgestellt
werden, wenn die Zellen mit Janus-Partikeln inkubiert wurden. In Abbildung 9-9 a ist
ersichtlich, dass zwar der relative zellulare ATP-Level 3 h nach der Inkubation mit Au-
NH,@Fe304- und Au-NH,@MnO-Partikeln (p >0.05) nicht signifikant beeintréchtigt
wurde. Jedoch war nach 24 h ein deutlicher Abfall zu verzeichnen. Besonders stark fiel ein
tber die Zeit sich anderndes Verhalten flr Konzentrationen von Au-NH,@Fe;Os- und
Au-NH,@MnO-Janus-Partikeln mit > 50 pg/ml Fe(11)/(111) und > 1 pg/ml Mn(Il) auf. Die
Konzentration von 5 pg/ml Mn(1l) bei den Au-NH,@MnO-Partikeln erwies sich dabei als
die Kkritische zytotoxische Konzentration.

Fur die Au-NH,@MnO-Partikel wurde 72 h nach der Inkubation ein Anstieg des ATP-
Levels von bis zu 1 pg/ml beobachtet, welcher durch Hormesis verursacht wurde. Dieser
deutliche Abfall des ATP-Gehalts kdnnte vom Zelltod aufgrund zytotoxischer Effekte
herrhren (insbesondere fir steigende Konzentrationen). Diese Erscheinung ist bekannt als
ein Resultat von ROS-Produktion oder der Verminderung der mitochondrialen Aktivitat in
einer dosisabhangigen Weise.”®®

Andererseits ist es moglich, dass der gesteigerte Verbrauch an ATP in lebenden Zellen
auf die Internalisierung von Nanopartikeln zuriickging. Der Umfang der Internalisierung
von fluoreszierenden Au-NH,@MnO-Janus-Partikeln in HMEC-1 konnte mittels
konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie dargestellt werden (siehe Abb. 9-9 b). Nach 24
und 48 h der Inkubation waren mit FITC markierte Au-NH,@MnO-Nanopartikel in den
Zellen sichtbar (griine Signale in Abb. 9-9 b), wohingegen nach 3 h erst eine beginnende
Adhasion der Janus-Partikel an den Zellmembranen mittels z-stacking-Analyse detektiert
wurde (grine Punkte Uber den roten Zellmembranen in Abb.9-9c). 24 h nach der
Aussetzung waren die Janus-Partikel vollkommen von den HMEC-1 (grune Punkte
befindlich auf derselben Ebene wie die blauen Nuclei in Abb. 9-9 ¢) aufgenommen. Dies
suggerierte, dass die Aufnahme der Janus-Partikel innerhalb von 3 bis 24 h wahrend der
Behandlung erfolgte, was in Einklang mit der vorgefundenen zeitabhangigen Reduzierung
des ATP-Levels stand. Aus der Annahme heraus, dass die Zytotoxizitat der Nanopartikel
mit MnO durch Entstehung von ROS verursacht wurde und die gleichzeitige Reduktion der
mitochondrialen Aktivitat in einer dosisabhangigen Weise geschah,”®® muss der Prozess
der Internalisierung der Nanopartikel in die Endothelzellen zwischen 3 h und 24 h nach der
Inkubation ein entscheidender Faktor sein, der die Wirkung auf den zelluldaren ATP-
Metabolismus bestimmte. Ahnliche Vorgange wurden auch in Kontrollexperimenten mit
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sphérischen Nanopartikeln beobachtet, so dass dieser Effekt nicht spezifisch fur Janus-
Partikel war.
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Abb. 9-9. ATP-Zelllevel in Abhangigkeit der Inkubationszeit und Internalisierung nach Exposition
mit Janus-Partikeln. (a) ATP-Zelllevel der Endothelzellen 3, 24, 48 und 72 h nach der Behandlung
mit unterschiedlichen Konzentratioenen von (i) Au-NH,@FesO4- und (i) Au-NH,@MnO-Janus-
Partikeln. Die Daten wurden auf die unbehandelten Zellen normalisiert. *p< 0.05 (b) Konfokale
Fluoreszenz- und Hellfeld- (overlay) Aufnahmen der Internalisierung von Au-NH,@MnO-Janus-
Partikeln (1 pg/ml Mn(ll)) 3, 24 and 48 h nach der Inkubation. (c) Konfokale Aufnahmen (z-stacks)
zeigen die Position der der Au-NH,@MnO-Janus-Partikeln 3 und 24 h nach der Inkubation. (d)
Semiquantitative Analyse der Nanopartikelaufnahme. Lokalisierung der Janus-Partikel (gun),
Nucleus (blau), Zellmembran (rot) (aus *").
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9.2.6 Einfluss der Oberflache der Endothelzellen auf die Internalisierung der
Janus-Partikel

Um die Rolle der Zelloberflaiche der Endothelzellen auf die Aufnahme und
Internalisierung der Janus-Partikel zu verstehen, wurden verschiedene Methoden zur
Modifikation der Struktur der Zelloberflache vor der Inkubation der Partikel angewendet.
Bei der Nutzung einer inversen Zellkultur waren mehr anhaftende Au@Fe;O4-Janus-
Partikel unabhé&ngig von der Position der Aminogruppe auf der basalen Zelloberflache
verglichen mit der apikalen Oberflache (hdherer Anteil an blauen Partikeln in Abb. 9-10 a)
vorhanden. Des Weiteren wurde durch konfokale Lasermikroskopie eine héhere, mit den
Au-NH,@MnO-Nanopartikeln assoziierte FITC-Fluoreszenz an der basalen als an der
apikalen Zelloberflache beobachtet. Die Daten der konfokalen Mikroskopie zeigten nur
eine Anhaftung, aber keine Internalisierung der Janus-Partikel in die Zellen 3 h nach der
Zugabe von Partikeln (siehe Abb.9-10b, z-stack). Unter Berlicksichtigung der
Unterschiede in der Proteinexpression der apikalen und basalen Zelloberflache®®® war die
abweichende Rolle der Glycoproteinkonstitution bei der Partikelabsorption und der
Internalisierung flr dieses Verhalten verantwortlich. Besonders Integrine, Laminine,
Kollagen und Proteoglykane wie Heparansulfat waren auf der basalen Zelloberflache
vorhanden und alle diese Proteine sind verantwortlich fiir die (Zell-)Adhasion.*”’
AuBerdem, wenn die Glykokalyx durch leichte Trypsinierung verandert wurde, war die
Nanopartikelaufnahme deutlich reduziert (keine Fluoreszenz in Abb. 7c). Diese
Beobachtung verdeutlichte, dass Lysin und Arginin enthaltende Protein-Domanen fir eine
Adhasion der Nanopartikel an der endothelialen Zelloberflache notwendig waren. Eine
gesteigerte Permeabilitat, welche aus einer verminderten Dicke der Glykokalyx

stammte, %30 war nicht feststellbar.

Interessanterweise flihrte eine Coinkubation mit dem Lectin Weizenkeimagglutinin
(WGA, wheat germ agglutinin) zu einer gesteigerten Aufnahme der Au-NH,@MnO-Janus-
Partikel (FITC-Fluorescenzsignale in Abb. 9-10 d). Dieser Effekt wurde durch ein Binden
des WGA am N-acetyl-D-glucosamin und an der Sialinséure verursacht, was wiederum die
Zytoadhasion und Zytoinvasion begiinstigte.* Auch kénnte durch das vorige Anbinden an
die Nanopartikel ein rezeptorvermittelter Weg eingeschlagen werden.*'* Die Ergebnisse in
diesem Abschnitt veranschaulichen die Bedeutung der Konstitution der Proteine in der
Zellmembran im Hinblick auf ein Anbinden der Janus-Partikel. Um eine tiefere Einsicht in
die ablaufenden Prozesse zu erlangen, sollen weitere Experimente folgen, welche die
Zusammensetzung der basalen Zellmembran als Schwerpunkt haben.
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Abb. 9-10. Struktur der endothelialen Oberflache beeinflusst von der Aufnahme der Janus-Partikel.
HMEC-1 behandelt mit Au@Fe;0,4-Janus-Partikel (1 pg/ml Fe(1)/(111)) bzw. Au-NH,@MnO-Janus-
Partikel (1 pg/ml Mn(11)) fur 3 h bei 37 °C. (a) Hellfeldmikroskopieaufnahmen der Zellen in apikaler
und basaler Orientierung nach der Inkubation mit drei verschiedenen Funktionalisierungen von
Au@Fe;0,-Janus-Partikeln. Rote Pfeile: Lokalisierung der Nanopartikel (blau). Konfokale
Fluoreszenz- und Hellfeld-Aufnahmen (overlay) der Au-NH,@MnO-Internalisierung (b) nach
Zellinversion, (c) nach Trypsinierung und (d) nach Coinkubation mit Lectin WGA. WeiRe Pfeile:
Lokalisierung der Nanopartikel (grin), Nucleus (blau). Die Aufnahmen verschiedener Z-Ebenen
(Z-stack) zeigt die Position der Nanopartikel nach der Zellinversion an der basalen Zelloberflache
(aus 2™).
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9.3 Zusammenfassung und Ausblick

In unseren Studien wurden kirzlich entwickelte Janus-Nanopartikel, welche als
vielversprechende Kandidaten fiir medizinische Anwendungen gelten, im Vergleich mit
ihren spharischen Komponenten unter vielen Aspekten untersucht und es konnten so
wichtige Erkenntnisse gewonnen werden.

HMEC-1 Zellen reagierten auf die Oberflachenfunktionalisierung mit NH,, unabhéangig
davon auf welcher Komponente diese lokalisiert war. Die Au-NH,@Fe3;0,4-Janus-Partikel
neigten zur Aggregation und somit zur Sedimentation. Daher hatten diese Partikel die
groRte Wirkung auf die Zellviabilitat, da eine stark gesteigerte Nanopartikelkonzentration
in direkter Nahe zu den Zellen vorlag. Eine wichtige und herausragende Eigenschaft
zeigten die Au@Fe3;04-Janus-Partikel ohne zusatzliche NH,-Funktionalisierung: Sie
wiesen eine exzellente Biokompatibilitat auf und hatten im Vergleich zu den sphdrischen
Eisenoxid-Nanopartikeln sogar einen antioxidativen Effekt. Die Daten zeigten, dass die
Au@Fe3;04-Janus-Partikel fur vier verschiedene Zelltypen vertraglich waren, welche im
menschlichen Blutsystem vorhanden sind. Sie wirkten verglichen mit den spharischen
Einzelkomponenten geringer auf den Zellmetabolismus der HMEC-1 Zellen. Dies wurde
auch fur den Mechanismus ihrer Internalisierung in die Zellen beobachtet.

Die asymmetrischen Janus-Partikel vereinen vielversprechende Merkmale fir
zukinftige biomedizinische Anwendungen, insbesondere ihre Biokompatibilitdt und
Multifunktionalitat. Zusatzlich zu dieser grundlegenden Eigenschaft spricht fir zukinftige
Anwendungen von Janus-Partikeln in der Medizin, dass sie einen besonders
patientenfreundlichen Einsatz erlauben, da sie viele diagnostische und therapeutische
Ergebnisse in der Klinik durch nur eine einzige Verabreichung liefern konnten.
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9.4 Experimentelles

Zusatzliche experimentelle Informationen wie eine Ubersicht der verwendeten
Chemikalien und der Analyseverfahren finden sich im Kapitel 14.

9.4.1 Synthese und physico-chemische Charakterisierung der Janus-
Partikel

Die Synthese der sphérischen Fe;O4-Nanopartikel erfolgte durch thermische
Zersetzung von Eisen(l11)-oleat im hochsiedenden Lésungsmittel wie in Kapitel 3 und die
der Au@Fe3;0,-Janus-Partikel wie in Kapitel 5 beschrieben. Die MnO-Nanopartikel und
die Au@MnO-Janus-Partikel wurden nach Protokollen unserer Gruppe dargestellt.*3" 273
Die Thiolbelegung der Gold-Doméne bei den Au@Fe3;O4-Nanoheterodimeren und die
Silica-Funktionalisierung fir alle Partikelsorten wurde durchgefihrt, wie in Kapitel 8.4
beschrieben. Die Losung wurde fir 1 h im Ultraschallbad belassen. Um uberschussige
Liganden zu entfernen, wurde wiederholt mit 40 ml Aceton gefallt, bei 9000 U/min fir
10 min zentrifugiert und die Partikel in Hexan gelost. Die Konzentrationen der
Metallkomponenten (Fe(1)/(111) und Mn(ll)) wurden anhand von AAS-Messungen
bestimmt.

Die Messungen des hydrodynamischen Durchmessers, der ein MaR fiir die kolloide
Stabilitat ist, und des Zeta-Potentials der Nanopartikelansatze wurden an einem Zetasizer
(Nano-ZS, Malvern Instruments, Herrenberg, Germany) mit dynamischer Lichtstreuung
durchgefiihrt. Zuvor wurden die Nanopartikel in deionisiertem Wasser 10 min mittels
Ultraschalbad (Sonorex RK 52 H, Bandlein, Berlin, Germany) behandelt. Die
Nanopartikelansatze wurden fur 3 Tage in einem kompletten Kulturmedium 10% Fetales
oder Fotales Kélberserum (FBS), Medium ohne FBS oder in Salzpuffer (HBSS) bei 37 °C
in einem Inkubator (5 % CO,, befeuchtete Umgebung) inkubiert. AnschlieRend wurde das
Kulturmedium nach einem Protokoll von Cho et al.**2 30 s bei 25.000 x g abzentrifugiert.
Der Nanopartikelriickstand wurde in deionisiertem Wasser resuspendiert und das Mittel
des hydrodynamischen Durchmessers aus 5 Messungen bestimmt. Die Messungen des
Zeta-Potentials wurden dreifach durchgefiihrt mit jeweils 10 Durchgéngen bei 25 °C.

9.4.2 Zellkultur

Die immortalisierten menschlichen mikrovaskularen Endothelzellen (HMEC-1;
Centers for Disease Control and Prevention, USA) wurden in Gibco® MCDB 131 Medium
mit 10 % (v/v) FBS, 1 % (v/v) GlutaMAX™ | (100X; Life Technologies GmbH,
Germany), 1 pg/ml Hydrocholesterol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Germany) und
10 ng/ml epidermaler Wachstumsfaktor (Life Technologies GmbH, Germany) kultiviert.

129



Magnetische Nanopartikel fir medizinische und weitere Anwendungen

Die primdre menschliche endotheliale Nabelvenenzellinie (HUVEC) und die
Mausmakrophagen (J774A.1) wurden von Cell Line Service (CLS, Germany) bezogen.
Die HUVEC Zellen wurden in einem Endothelzellenwachstumsmedium nach Zugabe von
SupplementMix (Promocell, Germany) kultiviert. J774A.1 Zellen wurden in Gibco®
DMEM/Ham’s F12 Medium mit 10 % (v/v) FBS (Life Technologies GmbH, Germany)
herangezogen. Frische mononukleére Zellen wurden aus Blut via Differentialzentrifugation
und Ficoll-Hypaque (LSM 1077, PAA Laboratories GmbH, Austria) isoliert sowie in
Gibco® RPMI Medium mit 10 % von inaktivierten FBS und Glutamin (Life Technologies
GmbH, Germany) kultiviert. Alle verwendeten Zelllinien wurden bei 37 °C in einer 5 %
CO, befeuchten Umgebung kultiviert.

Fur die Experimente wurden die Zellen auf einer Plastikmatrix bei einer Dichte von 1.2
x 104 Zells/lcm? (Endothelzellen) oder 1.8 x 104 Zellen/cm? (Monozyten) aufgebracht. Sie
wurden 24 h kultiviert, bevor sie den Nanopartikeln ausgesetzt wurden. Die Zellen waren
nach routinemé&fig durchgefihrter Untersuchung mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
negativ auf Mykoplasmen getestet worden.

9.4.3 Evaluierung der Nanopartikeleffekte auf den Zellmetabolismus (ATP)
und ROS-Erzeugung

Um die Effekte der Nanopartikel auf den Zellmetabolismus bestimmen zu kdnnen,
wurde der zellulare ATP-Level als Marker verwendet. Nach 3, 24, 48, oder 72 h der
Inkubation und wiederholter Waschschritte rangierte die Konzentrationen der Nanopartikel
von 0.1 bis 100 pg/ml Fe(11)/(111). Der zellulare ATP-Level wurde mit einem ATPLite
Assay (PerkinElmer, Rodgau, Germany) nach Angabe des Herstellers gemessen. Das
Lumineszenzsignal, welches durch die Umwandlung von D-Luciferin zu Oxyluciferin
entsteht, wurde an einem LUMlIstar Galaxy (BMG LABATECH GmbH, Ortenberg,
Germany) bestimmt. Die nach der Aussetzung mit Nanopartikeln bestimmten ATP-Level
wurden auf nichtbehandelte Kontrollzellen normalisiert.

Alle angegeben Daten sind Standardabweichungen von einem (3-6 parallelen) oder drei
(12 parallelen) unabhdngigen Experimenten. Die Datenanalyse erfolgte mittels der
Software Wilcoxon-Mann-Whitney-U-test (IBM SPSS Statistics, IBM Deutschland
GmbH, Ehningen, Germany). Die statistische Signifikanz wurde durch den Vergleich der
unbehandelten Zellen (Kontrolle) mit denen, welche Nanopartikeln ausgesetzt waren,
berechnet. P-Werte < 0.05 wurden als signifikant angenommen. Die Produktion der
reaktiven Sauerstoffspezies wahrend der Nanopartikelinkubation wurde mit dem
OxiSelect™ Intracellular ROS Assay Kit (BioCat GmbH, Germany) nach
Herstellerprotokoll bestimmt. Die Fluoreszenzsignale, welche durch die Oxidation des
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nicht fluoreszierenden 2,7-Dichlorodihydrofluorescin (DCFH2) zu stark fluoreszierenden
Dichlorofluorescein (DCF) durch ROS entstanden, wurden mit einem TECAN Plattenleser
(infinite M1000 PRO, Tecan Trading AG, Switzerland) ausgelesen. Die gemessenen
Fluoreszenzintensitaten wurden auf die Zahl der viablen Zellen normalisiert.

9.4.4 Zahlung der viablen Zellen nach der Exposition mit Janus-Partikeln

Um die Zellviabilitat nach der Exposition mit Janus-Partikeln genauer zu untersuchen,
wurde ein zweiter Auslesevorgang durchgefiihrt, welcher die Zahl der viablen Zellen
wiedergibt. HMEC-1 wurden mit Nanopartikeln der Konzentration 1, 50, oder 100 pg/mi
Fe(1D/(111) fir 24 h bei 37 °C behandelt. Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. Nach
dem Waschen wurden die Zellzahlen mit Hellfeldmikroskopie unter Verwendung eines
EVOS-Systems (PEQLAB, Erlangen, Germany) bestimmt. Hierfiir wurden alle Zellen in
einem Bildfeld von 665 mm? gezahlt. Der Mittelpunkt des Bildfelds war dabei immer auf
dem Mittelpunkt des Wells eingestellt. Das Zellzdhlen wurde dreifach durchgefiihrt. Die
jeweiligen Durchschnittswerte wurden als Zellviabilitdt per Bildausschnitt (665 mm?)
definiert.

9.4.5 Bestimmung der genotoxischen Effekte der Janus-Partikel

Die potentielle genotoxische Wirkung der Au@Fe;0,-Janus-Partikel wurde unter
Verwendung eines Comet Assays bestimmt, wobei nach einem Protokoll von Singh et al.
und Glei et al. verfahren wurde.*™* *** Hierfir wurden die Endothelzellen verschiedenen
Konzentrationen an Janus-Partikeln (1, 10, oder 50 pg/ml) ausgesetzt und fur 24 h bei
37 °C inkubiert. Nach mehreren Waschdurchgéngen wurden die Zellen mit Trypsin von
der Plastikmatrix gelost und durch Zentrifugieren fur 5min bei 4 °C und 2500 x g
gewonnen. Danach wurden die Zellpellets in 0.7 % niedrig-schmelzende Agarose
suspendiert und auf einem Glastrager, welcher mit 0.5 % normal-schmelzende Agarose
bedeckt war, aufgetragen. Im Anschluss wurden alle Glastrager Uber Nacht in ein Lysebad
(100 mM Na;EDTA, 1 % Triton X-100, 2.5 mM NaCl, 10 mM Tris-Base, NaOH, 1 % Na-
Lauroylsarcosin, 10 % DMSOQO) gestellt. Nach dem Spiilen mit Elektrophoresepuffer (1 mM
Na,EDTA, 300 mM NaOH) wurde die DNS durch Inkubieren einer alkalischer Lésung
(1 mM NaEDTA, 300 mM NaOH) fur 20 min in der Elektrophoresekammer abgewickelt.
Die Elektrophorese wurde bei 25V und 300 mA fir 20 min durchgefuhrt. Daraufhin
wurden die Proben 3-mal mit Phosphat-gepufferter Salzlosung (NaCl, KCI, KH,PQOy,
Na;HPO,4 x 2H,0, pH 7.3) gereinigt und mit 30 ul SYBR Green® geférbt. Die Messung
der Fluoreszenzintensitaten von Kopf und Schweif erfolgte anhand der Comet Assay
Software (Comet Assay IV, Perceptive Instruments Ltd, Bury St Edmunds, UK) in der Art,
dass in verschiedenen Bildausschnitten in dreifacher Ausfertigung Nuclei aus 20 Zellen
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ausgewertet wurden. Die Schadigung der DNS wurde als Prozent der Zellkerne berechnet,
welche einen Schweif besalen.

Zusétzlich wurden die Zellen mit phosphorylierten Histonen als weiteren Indikator flr
DNS-Schédigungen gefarbt. In diesem Zusammenhang wurden die HMEC-1 Zellen in 96-
well-Platten herangezogen. Nach der Behandlung mit Nanopartikeln wurden die Zellen
fixiert, permeabilisiert, gehemmt und mit Anti-Histonen H2A.X Antikoérpern (abcam, UK)
sowie mit fluoreszierenden Ziege anti-Kaninchen Antikorpern 1gG H&L (cy5®)IgG
(abcam, UK) markiert. Beim letztgenannten wurde nach Herstellerprotokoll fur
Immunozytochemie gearbeitet. Die Intensitdt der Fluoreszenz, welche mit dem
phosphorylierten Serin 139 Kkorrelierte, wurde mit einem TECAN Platten-Lesegeréat
(infinite M1000 PRO, Tecan Trading AG, Switzerland) bei 640/ 670 nm ausgelesen.

9.4.6 Bestimmung des Aufnahmeverhaltens verschiedener
Nanopartikelansatze mittels Mikroskopie

Um die Aufnahme der Nanopartikel zu analysieren, wurden die HMEC-1 Zellen mit
Nanopartikelansétzen bei nicht zytotoxischen Konzentrationen von 1 oder 5 pg/ml Mn(Il)
bzw. Fe(I1)/(111) inkubiert. Nach dem Waschen mit HBSS, um nicht aufgenommen Partikel
zu entfernen, wurden die Zellen in einer 4 % Formaldehydldsung fur 10 min bei 4 °C
fixiert. Die Zellen wurden mit Berliner Blau nach Literaturvorschrift®' eingefarbt, um das
Eisen wéhrend der Hellfeldmikroskopie (EVOS, PEQLAB Biotechnologie GMBH,
Germany) detektieren zu konnen. Weiterhin wurde die Detektion der Eisenoxid- und
Manganoxidkomponenten mittels Fluoreszenzmikroskopie (CLSM) (LSM 510 Meta, Carl
Zeiss Micro Imaging GmbH, Jena, Germany) durchgeftihrt, da FITC in der Silica-Schale
eingebunden war, welches bei 488 nm angeregt werden konnte. Um die morphologischen
Eigenschaften der Zellen nach der Nanopartikelexposition untersuchen zu kénnen, wurden
die Kerne mit dem Farbstoff Hoechst 33258 (Applichem, Darmstadt, Germany) und die
Glykokalyx mit Lectin WGA-AlexaFluor633 (Invitrogen GmbH, Darmstadt, Germany)
gefarbt.

9.4.7 Semiquantitative Analyse der Nanopartikelaufnahme

Die Menge der in die HMEC-1 Zellen aufgenommenen Nanopartikel wurde mit einer
mikroskopischen, semiqualitativen Analyse der Zellen berechnet. Die Analyse wurde per
stichprobenartiger Auswahl von 3 verschiedenen Bildausschnitten mit je 74 mm?
Flacheninhalt und Zahlung aller sichtbaren Zellen in diesem Bereich durchgefiihrt. Diese
Methode wurde durch zwei Experimente Uberpruft, bei denen Blindproben verwendet
wurden. Anschlielend wurde eine Analyse auf Zellen mit internalisierten Nanopartikeln

132



9 Wirkung von Au@Fe304-Janus-Nanopartikeln auf menschliche Blutzellen

anhand von Fluoreszenz- (FITC) oder Hellfeldmikroskopie (Berliner Blau) durchgefiihrt.
Die Aufnahmerate wurde berechnet als der Prozentsatz der Zellen mit Nanopartikeln.

9.4.8 Messung der Wirkung der Aufnahme der Janus-Partikel auf die
Oberflache der Endothelzellen

Es wurden drei verschiedene Vorgehensweisen genutzt, um die Rolle der Oberflache
der Endothelzellen zu untersuchen. Die erste Methode bestand darin, die Inversion von
Endothelzellen zu nutzen, um nach Muller und Gimbrone Zugang zur basalen
Zelloberflache zu erhalten, da sie diejenige ist, welche den Nanopartikeln zugewandt ist.**
Um die Zellen zu invertieren, wurden die HMEC-1 Zellen zunéchst mit einer Dichte von
2.4 x 104 Zellen/cm? in Petrischalen aufgetragen und fiir 24 h bei 37 °C inkubiert. Nach
dem Spulen mit Puffer wurden sterile Deckglaser tber die apikale Zelloberflache platziert.
Die Deckglaser wurden mit einer neuen Petrischale mit frischem Kulturmedium an der
Unterseite nach oben zusammengesteckt. Dann wurden die Zellen fir weitere 3 h
inkubiert, damit eine Adhasion an die Deckglaser stattfand. Daraufhin wurden die Janus-
Partikel (1 pg/ml Fe(1D/(111) oder Mn(ll)) im Kulturmedium beigegeben und fur 3 h
inkubiert. Nach dem Entfernen nicht aufgenommener Partikel durch wiederholtes Spilen
wurden die Zellen fixiert und wie beschrieben fir die Untersuchungen am Mikroskop
gefarbt.

Bei der zweiten Methode wurde die Struktur der Zellmembranproteine veréndert,
indem die Peptidbindungen zwischen den Aminoséduren Lysin und Arginin durch
Trypsinierung getrennt wurden. Hierfir wurden die HMEC-1 Zellen mit einer Dichte von
1.2 x 10%cm? ausgesat. Nach 24 h wurden die Zellen 3-mal mit 200 ul/well HBSS
gewaschen und die Proteinmembranen mit 100 pl/well Trypsin (GIBCO®, Life
Technologies GmbH, Germany) fiir 3 min bei 37 °C verdaut. Dabei wurde in vorherigen
Experimenten keine Beeintrachtigung der Zellviabilitat beobachtet.

Die dritte Methode zielte darauf ab, durch einen Vorinkubationsschritt von WGA die
maogliche Rolle von Lectinen bei der Aufnahme der Janus-Partikel zu Kkléren. In diesem
Zusammenhang wurden die Zellen zunachst mit 5 pg/ml WGA (WGA-AlexaFluor633,
Invitrogen GmbH, Darmstadt, Germany) fur 10 min inkubiert und anschlie}end mit den
Janus-Partikeln (siehe Tab. 9-1) (1 pg/ml Fe(11)/(111) oder Mn(ll)) fur 3 h co-inkubiert.
Zellen ohne Vorbehandlung der Oberflache dienten als Kontrolle fiir eine nicht modulierte
Zelloberflachenadhdsion der Janus-Partikel. Alle Zellproben wurden abschlieBend mit
Puffer gewaschen, fixiert und die Zellkerne mit Hoechst 33258 (Applichem, Darmstadt,
Germany) fur die Fluoreszenzmikroskopie gefarbt. Alternativ wurde das Eisenoxid mit
Berliner Blau fiir die Hellfeldmikroskopie nach Song et al. gefarbt.>*®
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10 Synthese und magnetische Eigenschaften von
FePt@MnO-Nanoheterodimere

Das folgende Kapitel enthalt Auszuge der Publikation:
Synthesis and Magnetic Properties of FePt@MnO Nanoheteroparticles®*®

Thomas D. Schladt,® Tanja Graf,® Oskar Kohler,* Heiko Bauer,® Michael Dietzsch,? J6rn
Mertins,? Robert Branscheid,” Ute Kolb,” Wolfgang Tremel?

10.1 Einleitung

Neben magnetischen Nanomaterialien aus Eisenoxid sind in den letzten Jahren vor
allem Strukturen bestehend aus einer Eisenplatin-Legierung untersucht worden.3*"=31 Der
wesentliche Grund hierfir ist, dass FePt nach thermischer Behandlung in der tetragonalen
L1,-Phase vorliegt, welche eine sehr hohe Anisotropiekonstante besitzt und damit fir eine
drastische Erhéhung der Speicherdichte sorgen konnte. Bei der Nanopartikelsynthese
anhand von thermischer Zersetzung metallorganischer Vorstufen reichen die Temperaturen
nicht aus und es wird die kubische Al-Phase erhalten, welche schwach ferromagnetisch ist
(fur Einzelheiten siehe Kap. 11.1). Andererseits sind diese Partikel fiir biomedizinische
Anwendungen von Interesse, da fir Nanopartikel in der Al-Phase die Verwendung als
duales CT/MRT-Kontrastmittel oder Mittel zur Tumorbehandlung gezeigt werden
konnte 320 3%

Nanokompositmaterialen aus FePt und anderen Werkstoffen ertffnen zusétzliche
Mdoglichkeiten fur medizinische Anwendungen, wie es unsere Gruppe schon fir
Au@MnO-Nanoheterodimere als multifunktionale Partikel zeigen konnte.>* MnO-
Nanopartikel ihrerseits zeigen  superparamagnetisches Verhalten wegen der
unkompensierten Oberflachenspins (siehe Kap.2.3.6). Dies hat in den letzten Jahren zu
einem wachsenden Interesse an MnO-Nanopartikeln fiir die Diagnostik geflhrt, da sie
hierdurch den Ty1-Kontrast in der Kernspinresonanz verkiirzen.*’® 322 323

Bis jetzt wurde nur von einer Kombination aus FePt-Nanopartikeln mit einer MnO-
Schale von Kang et al. berichtet, bei denen eine erhthte Koerzitivfeldstarke und

Blockierungstemperatur demonstriert wurde.*** In diesem Kapitel wird von der

® Institut fir Anorganische Chemie und Analytische Chemie, Johannes Gutenberg-Universitit,
Duesbergweg 10 — 14, 551228 Mainz, Deutschland

® Elektronenmikroskopiezentrum, Institut fiir Physikalische Chemie, Johannes Gutenberg-Universitt,
Welderweg 11, 551228 Mainz, Deutschland
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erfolgreichen und kontrollierbaren Synthese von FePt@MnO-Nanokompositen berichtet,
welche die einzeln Eigenschaften beider Materialien vereinen. Es konnten selektiv die
GroRe und Morphologie der Nanoheteropartikel — von Dimeren bis blumenartig — durch
die Anpassung der einzelnen experimentellen Parameter variiert werden. Mittels
hochaufldsender Elektronenmikroskopie wurde gezeigt, dass das epitaxiale Wachstum des
MnO auf dem FePt eher als Epitaxie durch Domanenanpassung (engl. domain matching
epitaxy) statt der Ublichen Epitaxie anhand von Gitterfehlanpassungen (engl. lattice
matching epitaxy) beschrieben werden konnte. Dariiber hinaus wurde das magnetische
Verhalten der FePt-Domanen signifikant durch die MnO-Doméne beeinflusst. Nach dem
Abkuhlen der Strukturen in einem externen Magnetfeld auf niedrige Temperaturen (5 K)
trat eine magnetische Austauschwechselwirkung zwischen dem ferromagnetischen FePt
und dem antiferromagnetischen/ferromagnetischen MnO auf, welche zu vielseitigen
Effekten wie einer gesteigertem Koerzitivfeld und einem Exchange Bias in der
Hystereseschleife flhrte.

10.2 Ergebnisse und Diskussion

FePt@MnO-Nanokomposite wurden in einer einfachen, zweistufigen-Synthese
dargestellt. Die GroRBe und Form der antiferromagnetischen MnO-Doméne und der
ferromagnetischen FePt-Domane konnte hierbei unabhangig voneinander variiert werden.
In der ersten Stufe wurden monodisperse FePt-Nanokristalle verschiedener GroRen
dargestellt. Auf diese Keime wurde in einer zweiten Stufe die MnO-Domadne aufwachsen
gelassen, welche durch die Menge des Prakursor Mn(ll)-oleat in ihrer GrolRe kontrolliert
werden konnte. Der Einfluss verschiedener Parameter, wie Menge der FePt-Nanopartikel,
Elektronendichte des Losungsmittels und Prakursorverhaltnis, wurde untersucht und wird
in den folgenden Abschnitten beschrieben.

10.2.1 Synthese der FePt-Nanokristalle

Die FePt-Nanopartikel mit durchschnittlichen GréfRen von 3, 6 und 13 nm wurden nach
veroffentlichen Verfahren dargestellt, welche auf der Zersetzung von Platin(ll)-
acetylacetonat in Anwesenheit von Eisenpentacarbonyl in hochsiedenden organischen
LAsungsmitteln basieren. Die Kontrolle tber die GroRe und Form der Nanopartikel wurde
kinetisch durch die Variation von Prakursorverhaltnis, Temperatur und Ligandenverhéltnis
erlangt. Auf den Bildungsmechanismus und dessen Auswirkung auf die Zusammensetzung
wird in Kapitel 11.1 n&her eingegangen.

Abbildung 10-1 zeigt TEM-Aufnahmen von FePt-Nanopartikel mit durchschnittlichen
GroRen von 3, 6 und 13 nm. Wahrend die Kkleineren 3 nm FePt-Nanopartikel
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(Abb. 10-1 a, d) eher spharisch und die 6 nm FePt-Nanopartikel (Abb. 10-1 b, e) kubisch
oder rechteckig waren, konnten bei 13 nm FePt-Nanopartikeln (Abb. 10-1 ¢, f) Proben
dargestellt werden, bei denen die dominierende Form Kuben, Kuboktaeder oder Octadpods
waren.

Abb. 10-1. TEM-Aufnahmen von FePt-Nanopartikeln mit einer durchschnittlichen Gréf3e von (a, d)
3 nm, (b, €) 6 nm und (c, f) 13 nm.

Bei 6 nm FePt-Partikeln wurde beobachtet, dass eine Oxidation eintrat, wenn diese
nach dem veroffentlichten Protokoll auf 205°C erhitzt wurden, so dass sich
Eisenplatin@Eisenoxid-Dimere ausbilden. Auf dem TEM-Bild in Abbildung 10-2
erscheint die Eisenoxid-Doméne bedingt durch die niedrigen Ordnungszahlen heller und ist
damit gut von der FePt-Domane zu unterscheiden. Diese Beobachtung war im Einklang
mit der Literatur und wurde von Figuerola et al. genutzt, um eine gréRenkontrollierte
Synthese fiir FePt@Eisenoxid-Dimere zu etablieren.*®
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Abb. 10-2. TEM-Aufnahme von FePt@Eisenoxid-Dimeren.

10.2.2 Synthese der FePt@MnO-Nanoheteropartikel

In der zweiten Stufe bildeten sich MnO-Domanen in einer heterogenen Nukleation
durch die Zersetzung des Manganoxid-Prakursors auf den FePt-Keimen. Wie schon von
Wang et al. berichtet, konnte die Synthese von Nanoheteropartikeln nur gelingen, wenn die
homogene Nukleation unterdriickt und gleichzeitig die heterogene Nukleation gefordert
wurde (siehe Kapitel 2.1.2).%* Die Unterdriickung der homogenen Nukleation gelang,
indem die Prékursorkonzentration unter der kritischen Sattigungskonzentration gehalten
wurde. Dies wurde durch die Kontrolle tber das Prékursorverhéltnis, der Menge an
Keimpartikeln und das Heizprofil erreicht. Zusatzlich hing die endglltige Morphologie
von den Nanoheterostrukturen auch vom eingesetzten Lésungsmittel wéahrend der Synthese
ab. Je nach Polaritat des Losungsmittels konnten Dimere oder Multimere mit mehreren
MnO-Domanen auf einem FePt-Keim erhalten werden.

1-Octadecen als Ldsungsmittel flhrte zur fast ausschlieBlichen Bildung von
FePt@MnO-Nanodimeren, welche aus einer MnO-Doméne auf einem FePt-Keim
bestanden. Beispiele solcher Dimere sind in den TEM-Aufnahmen in
Abbildung 10-3 gezeigt. Da auch hier das FePt aufgrund der héheren Ordnungszahlen
einen dunkleren Kontrast liefert, erscheint es gegentiber dem MnO dunkler. Die ersten drei
Aufnahmen in der oberen Reihe (Abb. 10-3 a—c) zeigen Nanoheterodimere, welche mit
3 nm FePt-Nanopartikeln als Keime hergestellt wurden, wéhrend die Aufnahmen der
unteren Reihe (Abb. 10-3d —f) Proben darstellen, welche mit 6 nm FePt-Nanopartikeln
synthetisiert wurden. Die Aufnahmen belegen, dass die urspriingliche Form der FePt-
Keime erhalten blieb. Es wurden Uberwiegend Dimere ausgebildet, selten Tri- oder
Multimere. Die MnO-Doméne war tendenziell spharisch und konnte leicht in ihrer Grélie
durch die zugegebene Menge an Mn-Prakursor variiert werden. Bei einer Minderung der
Mn(I1)-oleat Menge von 0.5 zu 0.1 mmol sankt die Mn-Doméanengréf3e von 17 auf 9 nm.
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P

Abb. 10-3. TEM-Aufnahmen von FePt@MnO-Nanodimeren hergestellt mit 3 nm (a—c) und 6 nm
(d-f) FePt-Nanopartikeln als Keime. Die Nanodimere wurden mit 0.5 mmol (a und d), 0.25 mmol (b
und e) und 0.1 mmol (c und f) Mn(ll)-oleat hergestell, was zur einer Variation in der Grof3e der
MnO-Doméne fuhrte: (a) 3 nm@17 nm, (b) 3 nm@315 nm, (c¢) 3 nm@9 nm, (d) 6 nm@17 nm, (e),
6 Nnm@12 nm und (f) 6 nm@9 nm (aus *'°).

Wahrend die GroRenverteilungen der FePt-Nanopartikel mit einer GroRenverteilung
zwischen 5 bis 10 % sehr eng waren (siehe Kapitel 10.4.1, 10.4.2 und Tab. 11-1), fielen die
Standardabweichungen der FePt@MnO-Dimere mit ¢ > 10 % haufig grolRer aus. Trotz
alledem bestétigten die Messungen der dynamischen Lichtstreuung in Kapitel 10.2.3 die
TEM-Auswertungen, nadmlich dass auch weiterhin enge GroRRenverteilungen erhalten
wurden.

Durch eine Anderung der Elektronendichte des Loésungsmittels wurden andere
Partikelmorphologien erhalten. Die Abbildung 10-4 zeigt TEM-Aufnahmen blumenartiger
FePt@MnO-Nanopartikeln, welche mehrere MnO-Doménen an jedem FePt-Kern hatten.
Die Partikel wurden in gleicher Weise wie die Dimere dargestellt mit dem Unterschied,
dass Dibenzylether als Losungsmittel verwendet wurde. Dies deckte sich mit
Beobachtungen, die von Yu et al. fiir Au@Fe;04-Nanoheteropartikel gemacht wurden.®
Wie bei den Au-Nanopartikeln besitzen die FePt-Nanopartikel freie Elektronen, welche bei
der Nukleation von MnO auf der Oberflaiche abgezogen werden. 1-Octadecen als
Losungsmittel konnte den Elektronenmangel nicht kompensieren und es kam in der Regel
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nicht zu weiteren Nukleationspunkten von MnO. Es wurden FePt@MnO-Dimeren
erhalten. Dibenzylether hingegen besitzt wegen des delokalisierten n-Elektronensystems in
den Benzylringen eine ausreichende Polarisierbarkeit, um das entstehende
Elektronendefizit auf der FePt-Oberfliche soweit zu kompensieren, dass weitere
Nukleationspunkte auf geeigneten Kristallflachen entstanden. So kam es so zur Bildung
von blumenartigen Nanoheteropartikeln.
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Abb. 10-4. TEM-Aufnahmen von blumenartigen FePt@MnO-Nanopartikeln hergestellt in
Dibenzylether.

Zusatzlich zum Elektronenausgleich in den FePt-Keimen musste bei Dibenzylether
berlcksichtigt werden, dass dieser Dibenzylether mit einem stark koordinierenden Effekt
auf die Oberflachen des MnO wirkte. Der Effekt fuhrte zu einer Stabilisierung der MnO-
Oberflache und folglich zu einem verlangsamten Wachstum von MnO, was wiederum die
Nukleation weiterer Metalloxid-Doménen forderte. Ein Indiz flr die verzdgerte Nukleation
bei den blumenartigen Partikeln ist, das die MnO-Doménen eine eher polydisperse Natur
mit GrolRen zwischen 10 bis 25 nm aufwiesen.

Des Weiteren hatten die Reinheit und das Alter des Manganoleats einen wesentlichen
Einfluss auf das Syntheseergebnis. Zudem kam es vor, dass bei der Synthese nicht alle
FePt-Nanopartikel eine MnO-Doméne ausbildeten, so dass sich im Produkt nach der
Aufarbeitung noch freie FePt-Nanopartikel befanden. Im Gegensatz zu den Au@Fe3O4-
Heterodimeren war eine magnetische Separation hier nicht anwendbar (vgl. Kapitel 5.2.4),
da die starker magnetische Komponente die vorgelegten Keime waren. Anhand
fraktionierter Zentrifugation, bei der die Drehzahl, Dauer und Zusammensetzung des
Losungsmittelgemisches auf die Probe angepasst wurden, konnten die freien FePt-
Nanopartikel bei hinreichend grofer MnO-Domane abgetrennt werden. Als Beispiel sind
in  Abbildung 10-5 TEM-Aufnahmen einer Probe gezeigt, bei der im
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Losungsmittelgemisch Hexan und Aceton, jeweils 10 ml, durch Zentrifugation bei
9000 U/min fur 6 min eine Abtrennung der FePt-Nanopartikel erzielt wurde.
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Abb. 10-5. TEM-Aufnahmen von FePt@MnO-Heterodimeren durchsetzt mit FePt-Nanopartikeln vor
(a) und nach fraktionierter Zentrifugation (b).

10.2.3 Dynamische Lichtstreuung an FePt- und FePt@MnO-Nanopartikeln

Die Messungen der dynamischen Lichtstreuung wurden in verdlnnten
Nanopartikelldsungen durchgefihrt, um den hydrodynamischen Radius Ry der Partikel in
Losung zu bestimmen. Die TEM-Ergebnisse monodisperser FePt (r = 2.3 nm) und daraus
gebildeten FePt@MnO-Heterodimeren (r = 2.3 nm + 4.5 nm) wurden mit denen aus der
Lichtstreuung verglichen.

In beiden Fallen zeigte die Autokorrelationsfunktion gi(t) einen kontinuierlichen,
monomodalen Abfall. Deshalb wurde die Korrelationsfunktion mit einer Kumulanten-Serie
gefittet.

gl(‘[)=a+b-exp(—£)-[1+d-rz] 10.1
Hier ist a die Basislinie, welche vor dem Fit abgezogen wurde, b die Amplitude und ¢
die Abfallzeit der Korrelationsfunktion, welche das z-Mittel des Diffusionskoeffizienten

<D>= 1/ c-g° der Partikel liefert, wenn <D> keine g-Abhangigkeit zeigt.

02(D) = (AD)? = (D*) — (D)% = 2—? 10.2

Der zweite Kumulant d ist ein quantitatives MaR fir die Breite der
Diffusionskoeffizientenverteilung und daher flr die Dispersitat der Probe.

Mit der Stokes-Einstein-Gleichung <Ry> wurde der hydrodynamische Radius erhalten:
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(Ry) = k—T
6rn(D)
Dieser ist fiir die FePt- und fur die FePt@MnO-Probe in Tabelle 10-1 angegeben. In
beiden Fallen war er groRer als die anhand von TEM-Aufnahmen ermittelten Radien. Eine
Teilerklarung dieses zu erwartenden Befundes war, dass bei der dynamischen
Lichtstreuung auch die Ligandenkorona aus Olsauremolekiilen gemessen wurde, welche
im TEM nicht detektierbar war. Zudem konnten Aggregatbildungen in der Losung
aufgrund von unpolaren Wechselwirkungen der Partikelkoronen trotz starker Verdiinnung
nicht génzlich ausgeschlossen werden. Der zweite Aspekt, der hier eine wesentliche Rolle
spielte, war, dass in der dynamischen Lichtstreuung das inverse z-Mittel Ry = 1/<Ry >
bestimmt wurde, was zu einer Betonung der gréReren Partikel in der Verteilung fuhrte. Im
Wesentlichen bestatigten die Ergebnisse der dynamischen Lichtstreuung (siehe Abb. 10-6)
den in TEM-Aufnahmen vorzufindenden hohen Grad an Monodispersitat der Proben.

10.3

Tab. 10-1. Radien und hydrodynamische Radiien einer FePt- und FePt@MnO-Probe im Vergleich.

(r) [nm] (Ry) + ARy [nm]
FePt 2.3+0.3 53%+0.3
FePt@MnO 2.3@4.5 125+ 3.7
1 1 1 1 1 1 1 1 1 0v12
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Abb. 10-6. Verteilungen des Hydrodynamischen Radius der FePt-Nanopartikel (rechts) und
FePt@MnO-Heterodimere (links) (aus *'°).

10.2.4 Rontgendiffraktion

Die Phasenzusammensetzung der Proben wurde mit Pulverdiffraktion untersucht. Die
Abbildung zeigt ein Pulverdiffraktogramm von FePt@MnO-Nanodimeren mit
3 nm FePt@17 nm MnO sowie 6 nm FePt@17 nm MnO. Die Positionen der relativen
Intensitaten aller Reflexe waren in guter Ubereinstimmung mit denen fiir FePt in der fcc-
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Phase und von makroskopischem MnO. Die Reflexbreiten waren abhéngig von der Grole
und der Verteilungsfunktion der Proben. Im Einklang mit der Scherrer-Gleichung sind die
Reflexe der FePt, vor allem die der 3 nm FePt, wesentlich breiter, da die FePt-Domane im
Verhaltnis wesentlich kleiner als die MnO-Doméne war.

= 1 * —
i FePt@MnO 1
= 3nm@17 nm -

FePt@MnO
6 nm@17 nm

Intensitat [willk. Einheiten]

10.15.20.25‘30 35.40
26 Mo Ka [°]

Abb. 10-7. Pulverdiffraktogramm von FePt@MnO-Nanoheterodimeren : (a) 3 nm@217 nm und (b) 6
nm@17 nm. Reflexpositionen fur fcc FePt (m) und MnO (x) (aus *°).

10.2.5 HRTEM

Um die strukturelle Zusammensetzung der Nanokomposite genauer zu untersuchen und
um zu klaren, tGber welche Flachen beide Materialien miteinander verbunden sind, wurde
HRTEM genutzt. Obwohl verschiedene Arten von Heterogrenzflachen gefunden wurden,
werden im Folgenden nur die haufigsten Falle behandelt.

In  Abbildung 10-8 ist reprasentativ eine HRTEM-Aufnahme von 6@12 nm
FePt@MnO-Dimeren zu sehen. Die deutlich ausgepragten Netzebenen in jedem Partikel
bewiesen deren einkristalline Struktur. Abstandsmessungen von angrenzenden, parallelen
Ebenen in der grolRen, hellen Domane, wie sie in Abbildung 10-8 a gezeigt sind, ergaben
einen Gitterabstand von 1.57 A, welcher zwischen den (220) Ebenen in kubischem MnO
auftrat. Die entsprechende Auswertung der kleinen, dunklen Domaéne lieferte mit 1.37 A
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fir den Ebenenabstand einen Wert, der gut zu den (220) Ebenen von fcc FePt passt.
Weitere Informationen konnen aus dem dazugehdrigen fast Fourier transform-Bild (FFT,
dt. schnelle Fourier-Transformation) in Abbildung 10-8 b gewonnen werden. Die
eingekreisten Beugungspunkte wurden den (-202) und den (-220) Ebenen sowohl in FePt
(blau) als auch in MnO (rot) zugeordnet. Zusatzlich war der gemessene Winkel von 61.2°
zwischen den angezeigten Kristallgitterebenen fiir beide Falle in guter Ubereinstimmung
mit dem theoretischen Wert von 60° zwischen der (-202) und der (-220) Ebene in einem
fcc Gitter. Diese Ergebnisse zeigten, dass beide Domdanen co-orientiert entlang der
kristallographischen [111] Achse waren.

Abb. 10-8. (a) HRTEM-Aufnahme eines 6 nm@12 nm FePt@MnO-Nanoheterodimers mit der
bevorzugten [111] Wachstumsorientierung von MnO auf FePt. (b) FFT-Analyse des in a) blau
eingerahmten Bereiches mit entsprechender Reflexzuordnung. (c) Inverse FFT-Analyse des
gleichen Bereiches: Zweidimensionale Defektstrukter mit zuséatzlicher Gitterebene alle 8 bis 9
Reihen (gelbe Pfeile) (aus *°).

Jedoch kam es aufgrund der eher geringen Gitterfehlanpassung zwischen den
Abstdnden der (111) Ebenen beider Materialien (dqi1FePt~0.85 du1yMnO) zu
ausgepragten Defektstrukturen. Genauer gesagt, um die Periodizitdt des MnO-Gitters
aufrecht zu erhalten, musste alle 8 bis 9 Atomlagen ein Defekt bzw. eine zusétzliche
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Atomlage auftreten. Dieses lie sich gut im inversen FFT-Bild in Abbildung 10-8 c
beobachten, wo das Auftreten der zweidimensionalen Defektstruktur bzw. zusétzlicher
Atomlagen durch die gelben Pfeile aufgezeigt wird. Das Verhalten der FePt@MnO-
Heterodimere war damit ein Beispiel fir Epitaxie durch Doménenanpassung in
Nanopartikeln. Dieses Phanomen tritt sonst beim epitaxialen Wachstum diinner Schichten
auf.®® Anders als bei der wesentlich héufiger auftretenden Epitaxie anhand von
Gitterfehlanpassungen, wo nur Abweichungen von 7 % flir Heterosysteme maoglich sind,
kdnnen bei der Epitaxie durch Domanenanpassung Systeme mit grof3en Fehlanpassungen
aufwachsen, da ganzzahlige Vielfache von Hauptgitterebenen an der Grenzflache fir die
Ubereinstimmung sorgen.

Ein weiteres Beispiel fir die epitaxialen Zusammenhange zwischen der FePt- und
MnO-Domane ist in Abbildung 10-9 wiedergeben. In der HRTEM-Aufnahme von einem
FePt@MnO-Nanoheterodimer, welches in die [110] Richtung ausgerichtet war, trat eine
koharente Grenzflache zwischen beiden Materialien auf bzw. beide Materialen waren tber
die identische Kristallebene miteinander verbunden. Der Gitterabstand in der grof3en
Doméne von 2.22 A deckte sich mit dem fiir die (002) Ebenen in MnO und 1.95 A in der
kleinen Doméne fir die (002) Ebenen in fcc FePt. Auch hier trat die oben erwéhnte
Defektstruktur aufgrund der geringen Gitterfehlanpassung (dq11)FePt = 0.9 d111)MnO) auf,
welche alle 9 Lagen zum Ausgleich eine zusatzliche Atomlage enthielt (siehe Abb. 10-9 b
gelbe Pfeile).

Auch bei den FePt@MnO-Multimeren konnte Gleiches beobachtet werden. Die
Messungen der Abstdnde bei der HRTEM-Aufnahme eines FePt@MnO-
Nanoheterotrimers in Abbildung 10-10 ergaben zwischen den senkrechten Kristallflachen
in der Doméne 1 und 2 einen Wert von 2.56 und 1.56 A. Diese Werte passten zu den (111)
und (022) Flachen in MnO. Wohingegen in Doméne 3 die Abstiande mit 2.20 und 1.35 A
den (111) und (022) Flachen im kubischen FePt entsprachen. Daruber hinaus war der
gemessene Winkel zwischen diesen beiden Ebenen mit 90° stimmig fir ein kubisches
Gitter. Das FTT-Bild (sieche Abb. 10-10 b) lieR darauf schlielen, dass das Trimer
insgesamt entlang der [211] Zonenachse ausgerichtet war und damit auch darauf, dass die
MnO-Domanen mit dem FePt-Keim entlang der gleichen Kristallflache verbunden waren.
Wieder konnte aufgrund der geringen Gitterfehlanpassung die Defektstruktur
nachgewiesen werden, welche durch die gelben Pfeile in Abbildung 10-10 ¢ angedeutet ist.
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Abb. 10-9. (a) HRTEM-Aufnahme eines FePt@MnO-Nanoheterodimers mit Orientierung in [110]
Richtung beider Doméanen. (b) Inverse FFT-Analyse des in a) blau eingerahmten Bereiches:
Zweidimensionale Defektstrukter mit zusatzlicher Gitterebene alle 9 Reihen (gelbe Pfeile). (c) FFT-

Analyse des in a) blau eingerahmten Bereiches mit entsprechender Reflexzuordnung (aus ).

AuRerdem wurden auch verschiedene relative Orientierungen von FePt- und MnO-
Domanen zueinander in anderen Partikeln gefunden, wie die HRTEM-Aufnahme eines
Nanoheterotrimeres in Abbildung 10-11 zeigt. Hier waren die einzelnen Domanen nicht
co-orientiert, obwohl die FFT- und inverse FFT-Analyse bestétigten, dass bei der
Doménenverbindung zum Teil die gleichen Kristallflachen wie bei den zuvor erwahnten
Beispielen beteiligt sind.

Jedoch war die Co-Orientierung entlang bestimmter Kristallflachen der dominierende
Fall. Zudem trat das Zusammenwachsen bevorzugt an den (111) Kristallflichen des FePt-
Keims auf. Dementsprechend konnte die Bildung von FePt@MnO-Nanoheterodimeren als
epitaxiales Wachstums des MnO auf den (111) Kristallflachen auf den FePt-Keimen
beschrieben werden.
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9 (02-2)

Abb. 10-10. (a) HRTEM-Aufnahme eines FePt@MnO-Nanoheterotrimers mit Orientierung in [211]
Richtung der Doménen. (b) FFT-Analyse des in a) blau eingerahmten Bereiches mit
entsprechender Reflexzuordnung und (c) Inverse FFT-Analyse des in a) blau eingerahmten
Bereiches: Zweidimensionale Defektstrukter mit zuséatzlicher Gitterebene alle 8-9 Reihen (gelbe
Pfeile) (aus *°).

Die Verwendung von 13 nm FePt-Keimen ohne Ausnahme, d.h. ob nun Kuben,
Oktaeder oder Octapods verwendet wurden, fiihrte zur Uberwiegenden Bildung von
FePt@MnO-Nanoheteromultimeren mit mehreren MnO-Doméanen. Dabei wuchsen die
Doménen bevorzugt an den Ecken und Kanten, weniger auf den Flachen. Dies konnte zum
einem mit der erhohten Oberflachenenergie erklart werden. Zum anderen lagen bei den
meist nicht perfekten Kuben bzw. kubischen Strukturen die (111) Kristallflichen frei. Am
Beispiel von Octapods, bei denen die (111) Fldchen an den Ecken herauswuchsen (siehe
Abb. 10-13aund c¢), liel sich dieser Sachverhalt besonders gut verfolgen (siehe
Abb. 10-13 b und d). Die Ausmessung der Kristallfliche einer verbundenen FePt- und
MnO-Domédne in einer HRTEM-Aufnahme (Abb. 10-12 a), einschlieBlich der FFT-
Analyse (Abb. 10-12 b), zeigt dass die Domanen entlang der gleichen Achse mit dem
Verbund Gber die (111) Flachen orientiert waren.
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Abb. 10-11. HRTEM-Aufnahme eines FePt@MnO-Nanoheterotrimers mit nicht co-orientierten
Doménen. (b) FFT-Analyse und (c) inverse FFT-Analyse (aus *'°).

Abb. 10-12. (a) HRTEM-Aufnahme eines FePt-Octapods mit einer co-orientierten MnO-Doméanen
und (b) FFT-Analyse (aus *'°).

Die Abbildung 10-13 e zeigt eine HRTEM-Aufnahme eines FePt-Kuben an dessen
Ecken sich vier MnO-Domadanen befinden. Aus den ausgemessenen Abstdnden der
Gitterebenen (siehe Abb. 10-13 e) und den dazugehorigen Auswertungen der FFT-Bilder
(siehe Abb. 10-13 f) zeigte sich, dass die entgegengesetzten MnO-Doménen 2 und 5 die
gleiche Orientierung besal3en, wohingegen 3 und 4 signifikant geneigt zueinander waren.
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Um aus zweidimensionalen HRTEM-Aufnahmen ein Verstandnis fir die
dreidimensionale Struktur zu gewinnen, wurde eine Kippserie bestehend aus 58 Bildern im
HRTEM von einem FePt-Octapod mit vier MnO-Doménen durchgefihrt. Aus den
einzelnen Schnittbildern liel sich, wie in der Tomografie, die rdumliche Struktur
berechnen. Die Abbildungen 10-13 g und h zeigen zwei reprasentative Aufnahmen aus der
Serie. In Aufnahme 10-13 g ist gut die Octapodform des FePt-Keimes zu erkennen,
wéhrend sich in Aufnahme 10-13 h die vier MnO-Domdnen sehr gut abzeichnen.
Weiterhin lasst sich in den Aufnahmen eine Art Wolke um das gesamte Partikel
ausmachen. Dies waren die organischen Liganden Olsiure und Oleylamin, die nur einen
sehr schwachen Beugungskontrast liefern. Dieser schwache Beugungskontrast erschwerte
das komplexe Verfahren zusétzlich. Trotzdem liel} das Ergebnis der Rekonstruktion (siehe
Abb. 10-13 i) auf einen rdumlichen Versatz der MnO-Domanen schlieflen, wie er auch in
Abbildung 10-13 d dargestellt ist.
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Abb. 10-13. FePt@MnO-Nanoheteromultimere. TEM-Aufnahmen von FePt-Octapods (a) und
FePt@MnO-Nanoheteromultimeren (b), graphische Darstellung von Octapods (c) und FePt@MnO-
Nanoheteromultimeren (d), HRTEM und FFT-Analyse eines FePt@MnO-Nanoeterotetrameres
(e und f), HRTEM-Aufnahmen aus einer Kippserie eines  FePt(Octapod)@MnO-
Nanoheterotetramers (g und h) und entsprechender 3D-Rekonstruktion (i) (teilweise aus **).
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10.2.6 Magnetische Eigenschaften

Die magnetischen Messungen, die an 3 und 6 nm FePt-Nanopartikeln sowie an
3nm@9 nm, 6 nm@9 nm, 3 Nnm@17 nm und 6 nm@17 nm FePt@MnO-Dimeren mittels
SQUID-Magnetometrie durchgefiihrt wurden, belegten superparamagnetisches Verhalten
aller Proben bei Raumtemperatur. Trotzdem variierten die magnetischen Eigenschaften der
einzelnen Proben bei 5K stark voneinander, was eine erhebliche magnetische
Wechselwirkung zwischen den FePt- und der MnO-Doménen andeutete. Die Ergebnisse
sind in der Tabelle 10-2 zusammengefasst. Ahnliche Beobachtungen, wie eine gesteigerte
Sattigungsmagnetisierung, wurden der Wechselwirkung zwischen den Oberfldchenspins
von MnO und FePt zugeschrieben, welche die Dicke der magnetisch toten Schicht
und/oder eine Spinvergantung an der Oberflache des FePt senkten.®** 327 3% Fir eine
Erklarung dieses Phanomens wurden zwei wesentliche Beitrdge in Betracht gezogen.
Erstens, die ferromagnetische-antiferromagnetische (FM-AFM) Wechselwirkung der
Oberflachenspins der FePt- und MnO-Doménen und, zweitens, das magnetische VVolumen
jeder Probe.

Tab. 10-2. Magnetische Eigenschaften von FePt- und FePt@MnO-Nanopartikeln.

Probe / nm HCzec / kOe HCec / kOe Hex / kOe Ts/ K
3 5.7 5.7 0 16.2
3@9 3.6 3.5 15 47.1
3@ 17 0.05 0.04 0.017 66.2
6 3.4 3.4 0 31.8
6@9 3.2 4.2 2.5 46.7
6@ 17 0.55 0.02 0.03 77.2

Als Beispiel zeigt die Abbildung 10-14 die feldabhangigen Magnetisierungskurven von
6 Nm@9 nm FePt@MnO-Heterodimeren gemessen unter verschiedenen Bedingungen. Im
Gegensatz zu den Messungen bei Raumtemperatur weisen die Partikel eine ausgepragte
ferromagnetische Hystereseschleife bei 5 K mit einem Koerzitivfeld (Hc) von 4.2 kOe auf.
Die Sattigungsmagnetisierung wurde bei einem angelegten Feld auch von 5T nicht
erreicht, was bei Systemen mit einer antiferromagnetischen Komponente mit linearer
Suszeptibilitit wie MnO bereits beobachtet wurde.’** Dabei wurden die
antiferromagnetischen Momente im MnO in Feldrichtung verkantet, wahrend hier das
angelegte Feld nicht ausreichte, um die Sattigungsmagnetisierung des Antiferromagneten
zu erreichen. Demgegenliber waren die nackten 6 nm FePt-Partikel magnetisch weicher
mit einem H. = 3.4 kOe (siehe Abb. 10-19 a) bzw. H. = 2.1 kOe (vgl. Abb. 11-4 a). Das
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weitaus deutlichere Zeichen fir eine direkte Wechselwirkung zwischen den magnetischen
Domanen wurde beobachtet, wenn die magnetische Hystereseschleife nach dem Kihlen
der Probe in einem externen Feld von 2 T (field cooled (FC) Status) gemessen wurde. Wie
in Abbildung 10-14 zu sehen, war die FC-Hysterese (rote Dreiecke) mit |Hc| =5 kOe
breiter und vom Ursprung mit |Hex| = 2.5 kOe durch ein Exchange Bias-Feld verschoben,
wobei |Hex| = |Hca| - %2(|Hca| + [He|) ist. Dieses Phdnomen wurde in Systemen durch die
magnetische Austauschtauschwechselwirkung hervorgerufen, in welchen ferromagnetische
und antiferromagnetische Materialien eine gemeinsame Grenzflache teilen. Die
magnetischen Momente der unkompensierten Oberflachenspins des MnO, als
antiferromagnetische Komponente, wurde parallel zum externen Feld ausgerichtet und die
magnetischen  Momente der FePt-Domane  waren  wiederum durch die
Austauschwechselwirkung an die MnO-Momente gekoppelt, so dass die Spins der FePt-
Doméne dadurch eingefroren wurden. Eine Umkehr der Magnetisierungsrichtung benétigte
nun eine groRere Kraft, was ein hoheres antiparalleles Feld bedeutete und damit zu einem
gesteigerten Koerzitivfeld He und zu einer Verschiebung der Hysterese durch Hex flihrte.
Ein weiterer Beitrag, der moglicherweise aufgetreten sein kann, aber héchstens nur einen
quantitativen Einfluss hatte, war die dipolare Kopplung von nicht verbunden Partikeln.
Dieser Beitrag wurde héufig in magnetischen Messungen von Pulverproben beobachtet.*?°

T T T T T T T T T

| ——300K Hex ]
[ —a—5KZFC ]
[ ——5KFC2T H, ]

—

magn. Moment m / emu g’

6 4 =2 0o 2 4 s
magn. Feld ygH /T

Abb. 10-14. Magnetischen Hysterese von 6 nm@9 nm FePt@MnO-Heterodimeren mit dem
Exchange Bias-Feld Hey (aus **).
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Die 3 nm@9 nm FePt@MnO-Heterodimere verhielten sich, abgesehen von geringeren
Werten, wie die 3 nm@9 nm Partikel. Die feldabh&ngigen Messungen der Magnetisierung
bei 5 K ohne Feld abgekihlt (zero field cooled (ZFC)) zeigten eine ferromagnetische
Hysterese mit |Hc| = 3.5 kOe (siehe Abb. 10-15). Auch hier fiihrte die Messung nach dem
Abkunhlen der Probe bei einem angelegten Feld von 2 T zu einer deutlichen Verschiebung
der Hysterese. Jedoch fielt die Verschiebung mit |He| = 1.5 kOe geringer als bei den
6 Nm@9 nm FePt@MnO-Dimeren aus. Dies lag voraussichtlich an der Kkleineren
Grenzflache in den 3 nm@9 nm Heterodimeren, was wegen der schwécheren
Austauschwechselwirkung zu einem verminderten Exchange Bias fiihrte.
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magn. Feld ygH /T

Abb. 10-15. Magnetische Hysteresen von 3 nm@9 nm FePt@MnO-Heterodimeren mit dem
Exchange Bias-Feld Hey (aus **).

Bei den 6 nm@17 nm und 3 nm@17 nm Heterodimeren wurde zusétzlich noch eine
vertikale Verschiebung beobachtet (siehe Abb. 10-16 a und b). Die Magnetisierung in
Richtung des positiven Bereiches relativ zum Feld wéhrend der Kuhlphase war groRer als
fur das angelegte Feld in Gegenrichtung. Diese vertikale Verschiebung der Hysterese
deutete an, dass ein Teil der magnetischen Momente in FC-Richting eingefroren war und
nicht durch das angelegte Feld umgekehrt werden konnte. Die Grofienordnung der
Verschiebung konnte als om =%(m; - m,) definiert werden, wobei m; und m;, die
remanenten Magnetisierungen der Probe sind. Fur die 6 nm@17 nm Dimere war
om = 0,364 emu/g, was etwa einer relativen Verschiebung der Magnetisierung von ~21%
bei poH =0 entsprach. Uberraschenderweise zeigten diese Partikel keine maRgebliche
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horizontale Verschiebung wie bei den zuvor diskutierten Proben mit einer kleineren MnO-
Domaéne. Die Ergbnisse lielen vermuten, dass der hier vorliegende Exchange Bias-
Mechanismus von komplexer Natur ist.
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Abb. 10-16. Magnetische Hysteresekurven bei 5K im FC- (2T) und ZFC-Zustand von (a)
6 Nm@17 nm und (b) 3 nm@17 nm Heterodimeren mit vertikaler Verschiebung ém der Hysterese
(aus '%).
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Allgemein wurde eine vertikale Verschiebung schon haufiger in FM/AFM-
Zweischichtensystemen®® **! beobachtet oder in Nanopartikeln mit FM-Kern und einer
Spinglas-dhnelnden Schale®*?. In den meisten Fallen war die GroRenordnung der
Verschiebung nur wenige Prozent,*** **2 wohingegen hier die Werte bis zu 21 % reichten.
Auch wurde bereits eine vertikale und horizontale VVerschiebung in antiferromagnetischen
NiO'®, in oxidierten Cobalt-Nanopartikeln®* 3* und in nanostrukturierten
Kompositmaterialien aus ferromagnetischem Eisen und antiferromagnetischem MnO,
gefunden, bei denen das Ausmal} der Verschiebung om mit sinkendem Eisenanteil
anstieg.**® Es existieren verschiedene Modelle iber die komplexen Wechselwirkungen an
der Grenzflache der FM und AFM-Materialien,®*® **" welche sich qualitativ auf das
FePt@MnO-Nanoheterodimersystem tbertragen lassen.

Zunachst kann sich die MnO-Domaéne selbst wie ein FM/AFM-System mit einer
auBeren ferromagnetischen Schale basierend auf den unkompensierten Oberflachenspins
und dem antiferrromagnetischen Kern verhalten, wenn die Partikel sehr klein sind. Reine
MnO-Nanopartikel zeigen dann einen schwachen aber messbaren Exchange Bias-Effekt
und eine vertikalen Verschiebung.’®* Werden die MnO-Nanopartikel unter die Néel-
Temperatur (Ty=122K) in einem externen Magnetfeld gekihlt, werden die
unkompensierten Oberflachenspins an den AFM-Kern gekoppelt. Die Umkehr der
Magnetisierung der Spins in einem entgegengesetzten Feld féllt nun schwerer, was zu
einem gesteigerten Koerzitivfeld fuhrt und eben den schwachen Exchange Bias hervorruft.
Zudem erfahrt der AFM-Kern in den MnO-Nanopartikeln neben dem externen Feld auch
das FM-Feld der Schale, so dass eine vertikale Verschiebung der Hysterese auftritt. Wenn
die beiden Felder in die positive Richtung zeigen, ist die Hystereseschleife nach oben
verschoben, entsprechend einer ferromagnetischen Grenzflachenwechselwirkung.®*’ Dieser
Effekt kann bei MnO-Nanopartikeln sehr ausgepréagt auftreten, wie unsere Gruppe zeigen
konnte.'®

Also konnte der magnetische Aufbau der FePt@MnO-Nanodimere basierend auf den
vorherigen Ausflihrungen als ein Ferromagnet (FePt) verstanden werden, der mit einem
FM/AFM-Kern/Schale-System (MnO) Uber eine gemeinsame Grenzflache verbunden war.
Die ausfiihrliche Beschreibung der auftretenden Wechselwirkungen in diesem System ist
nicht trivial. Die Tatsache, dass die vertikale Verschiebung nur in relativ groRen MnO-
Doménen auftrat, zeigte, dass die magnetische Spinstruktur der MnO-Domane eine
wichtige Rolle spielte. Eine Moglichkeit wére, dass das Verhaltnis von unkompensierten
Oberflachenmomenten zu verkanteten Kernmomenten in den einzelnen Partikeln
entscheidend ist. Abbildung 10-17 skizziert diese Annahme. Fir FePt-Nanopartikel mit
einem Durchmesser von 3 nm ist die Grenzfliche und daher auch der Effekt der hier
ferromagnetisch ausgerichteten Spins auf die antiferromagnetische MnO-Domane nur
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gering (siehe Abb. 10-17 a). Dahingegen ist die Grenzflache fur 6 nm FePt-Nanopartikel
groRer und die koppelnde Wirkung der ferromagnetischen FePt-Spins nimmt zu (siehe
Abb. 10-17 b). Mit abnehmender GroRe der MnO-Doméne steigt das Verhaltnis an
unkompensierten zu kompensierten Spins, so dass das magnetische Moment der MnO-
Doméne anwachst und mit ihm der Einfluss der MnO-Doméne auf die magnetischen
Eigenschaften des FePt@MnO-Systems (siehe Abb. 10-17 c).
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Abb. 10-17. Schema der magnetischen Wechselwirkung zwischen der ferromagnetischen FePt-
und der antiferromagnetischen MnO-Domane an der Domanengrenzflache (nach *).

Um das beobachtete Phanomen weiter zu untersuchen, wurde eine Serie von
feldabhangigen Messungen mit verschiedenen Feldern in der Abkihlphase im Bereich von
0.1 bis 10 kOe durchgefuhrt und daraus die entsprechende vertikale Verschiebung der
Magnetisierung ém bestimmt. In der Abbildung 10-18 ist dm als Funktion der Feldstarke
des angelegten Magnetfeldes fir 6 nm@17 nm und 3 nm@17 nm FePt@MnO-Dimere
aufgetragen. Die grolRere Verschiebung trat in der 6 nm@17 nm Probe auf, was die
Annahme einer starken magnetischen Wechselwirkungen zwischen FePt und MnO stitzte,
da bei diesen Partikeln eine groRere Grenzflache vorhanden war. In beiden Féllen schien
om eine Séttigung fur hohere Abkuhlfelder zu erreichen, so dass ab einer gewissen
Feldstarke alle Spins an der Grenzflache in Richtung des angelegten Feldes eingefroren
wurden. Allerings sollte beachtet werden, dass die Nanoheterodimere eine so komplexe
magnetische Struktur besitzen, welche abhangig von der jeweiligen Doménengrofie war,
dass weitere ausfuhrliche Messungen nétig sind, um dieses Phdanomen erklaren zu kénnen.
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Abb. 10-18. Relative Vertikalverschiebung &dm der magnetischen FC-Hysterese als Funktion des
angelegten Feldes wéahrend der Kuhlphase fir 6 nm@17 nm und 3 nm@17 nm FePt@MnO-
Dimere (aus >'%).

Es wurden Kontrollmessungen mit reinen FePt-Nanopartikeln (3 und 6 nm) und
Mischungen von FePt- und MnO-Nanopartikeln durchgefiihrt. Die Mischung bestand aus
6 nm FePt-Nanopartikeln und 9 nm MnO-Nanopartikeln, welche gut durchmischt, aber
nicht chemisch verbunden waren, um sicherzustellen, dass die beobachten Effekte
ausschliellich der Grenzflachenwechselwirkungen der FePt@MnO-Nanoheteropartikeln
zuzuschreiben waren. Weder die freien FePt-Nanopartikel noch die Mischung aus FePt-
und MnO-Nanopartikeln wiesen in FC- oder ZFC-Messungen der Hysterese Anderungen
auf (siehe Abb. 10-19). Dies zeigte, dass der vorgefundene Exchange Bias-Effekt und die
vertikale Verschiebung von den Wechselwirkungen entlang der Grenzflache der MnO- und
der FePt-Domane verursacht wurden.
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Abb. 10-19. Magnetische Hysteresekurve bei 5 K im FC- (2T) und ZFC-Zustand von (a) 6 nm FePt-
Nanopartikeln und (b) einer Mischung aus 6 nm FePt- und 9 nm MnO-Nanopartikeln sowie (c)
3 nm FePt-Nanopartikeln mit zusétzlicher Hysterese bei 300 K und vergréf3erten Einschub um den
Koordinatenursprung (aus °).
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Temperaturabhangige Messungen der Magnetisierung der FC/ZFC-Kurven zeigten
ausgepragte Blockierungstemperaturen Tg, was charakteristisch flir superparamagnetische
Partikel ist. Wahrend die 6 nm FePt-Keime eine Blockierungstemperatur von 32 K zeigten
(siehe Abb. 10-20 a), lagen die Tg von 6 nm@9 nm und 6 nm@17 nm bei 48 K bzw. 78 K.
Der Anstieg von der Tg mit anwachsender FePt@MnO-Doméne wurde durch zwei
Faktoren bestimmt. Erstens fiihrt der Kopplungseffekt der Spins, welche durch die AFM
MnO-Domane hervorgerufen wurden, zu einer erhéhten Stabilitdt gegen die thermischen
Fluktuationen des magnetischen Moments, wie es auch bei FePt/MnO-Kern/Schale-
Nanopartikel auftrat.’** 3%* Zweitens konnte die magnetische Dipolwechselwirkung
zwischen der FePt- und MnO-Doméne die gesamte magnetische Anisotropie des Systems
vergrofiern, was ebenfalls eine Erhdhung der Blockierungstemperatur mit sich bringt und
kiirzlich bei Eisen-Nanokuben beobachtet wurde.**®

Die relativ schmalen Verldufe der ZFC-Kurve der 6 nm FePt-Nanopartikel und
6 Nnm@9 nm FePt@MnO-Dimere deuten geringere GrolRenverteilungen der Proben an. Nur
der Verlauf der 6 nm@17 FePt@MnO-Dimere war breiter und zeigte eine schwache
Schulter, welche wahrscheinlich von nicht umgesetzten FePt-Keimen hervorgerufen
wurde.

Die Blockierungstemperaturen von FePt@MnO-Nanoheterodimeren basierend auf
3 nm FePt-Partikeln waren vergleichbar mit denen der aus 6 nm FePt-Keime aufgebauten
(siehe Abb. 10-20 b). Die jeweiligen Werte waren etwas geringer mit Tg = 16, 45 und 65 K
flr reine 3 nm FePt, 3 nm@9 nm bzw. 3 nm@17 nm FePt@MnO-Dimere. Dass die Werte
niedriger ausfielen, lag an dem geringeren VVolumen der 3 nm FePt-Keime und somit ihrer
geringeren Stabilitat in Bezug auf thermischen Fluktuationen. Doch war auch hier eine
Zunahme der Blockierungstemperatur mit wachsender MnO-Doméne festzustellen. Ebenso
deuteten die schmalen Verldufe der Kurven wieder eine geringe Grolienverteilung der
Proben an.
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Abb. 10-20. ZFC-Kurven im Vergleich von (a) 6 nm FePt-Nanopartikeln, 6 nm@9 nm und
6 NM@17 nm FePt@MnO-Heterodimeren sowie (b) 3 nm FePt-Nanopartikeln, 3 nm@9 nm und
3 nm@17 nm FePt@MnO-Heterodimeren (aus **).
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10.3 Zusammenfassung und Ausblick

Es konnten monodisperse FePt@MnO-Nanoheteropartikel mit verschiedenen Formen
und GroRen durch eine keimvermittelte Zweistufen-Synthese hergestellt werden. Die
Grolke der einzelnen Doménen konnte durch das Anpassen der jeweiligen
Syntheseparameter gesteuert werden. Die Partikelmorphologie konnte von Dimeren bis
,.Blumenartigen* durch die Polaritat des Losungsmittels gesteuert werden. Darlber hinaus
zeigten FePt@MnO-Nanoheteropartikel, welche mit groflen (13 nm) FePt-Kuben bzw.
abgewandelten Formen hergestellt wurden, bevorzugt die Bildung von Multimeren mit
zwei oder mehr MnO-Doménen.

Untersuchungen mit HRTEM belegten, dass beide Materialien in einer co-orientierten
Weise miteinander verbunden waren und es sich hierbei um die weniger tibliche Form der
Epitaxie durch Doménenanpassung als um die der normalerweise auftretenden Epitaxie
aufgrund von Gitterfehlanpassung handelte.

Zwischen den magnetischen Doménen der Dimere traten erhebliche magnetische
Wechselwirkungen auf, da bei magnetischen Messungen ein gesteigertes Remaneszenz-
und Koerzitivfeld sowie eine erhohte Blockierungstemperatur im Vergleich zu den blanken
FePt-Nanopartikeln registriert wurde. Des Weiteren wurden Verschiebungen in den
Magnetisierungskurven beobachtet, besonders deutlich in denen im Feld gekihlten
Hysteresen, welche charakteristisch fiir einen Exchange Bias-Effekt sind und auf
Austauschwechselwirkungen zwischen der ferromagnetischen/antiferromagnetischen
FePt@MnO-Grenzflache beruhen.

10.4 Experimentelles

Zusatzliche experimentelle Informationen wie eine Ubersicht der verwendeten
Chemikalien und der Analyseverfahren finden sich im Kapitel 14.

10.4.1 Synthese von 3 nm FePt-Nanopartikeln

Fur die Synthese von ca. 3 nm grol3en FePt-Nanopartikeln wurde ein Protokoll von Sun
und Mitarbeitern verwendet.**® Es wurden 197 mg (0.5 mmol) Platin(I1)-acetylacetonat
(Pt(acac),), 388 mg (1.5 mmol) 1,2-Hexadecandiol, 159 ul (0.5 mmol) Olsaure und 165 pl
(0.5 mmol) Oleylamin in 20 ml Dioctylether gelost und mittels Schlenk-Apparatur bei
70 °C innerhalb einer Stunde entgast und wiederholt mit Argon geflutet. Im Anschluss
wurde die Losung auf 120 °C erhitzt und 132 ul (1 mmol) Fe(CO)s zugegeben. Die
Reaktionslosung wurde zligig auf Rickflusstemperatur (298 °C) geheizt und fir 30 min bei
dieser belassen. Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde das Produkt 3-mal mit
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Ethanol in einer Hexanldsung bei 9000 U/min fur 10 min zentrifugiert. Das gereinigte
Produkt wurde mit Zugabe von jeweils 25 ul Olséure und Oleylamin bei 4 °C gelagert.

10.4.2 Synthese von 6 nm FePt-Nanopartikeln

Die FePt-Nanopartikel mit durchschnittlichen GroRen von bis zu 6 nm wurden nach
einer Methode von Chen und Mitarbeiter dargestellt.** Hierzu wurden 197 mg (0.5 mmol)
Pt(acac), in einer Mischung aus 10 ml Dibenzylether und 5 ml 1-Octadecen oder in 15 ml
reinen 1-Octadecen geldst und mittels Schlenk-Apparatur bei 70 °C innerhalb einer Stunde
entgast und wiederholt mit Argon geflutet. Die Reaktionslésung wurde in der Folge auf
120 °C geheizt. Dann wurden direkt hintereinander 264 ul (2 mmol) Fe(CO)s und 1588 pl
(5 mmol) Olsaure injiziert. Nach 5 min wurden 1650 pl (5 mmol) Oleylamin hinzugegeben
und die Reaktionslosung auf einer Temperaturen von 195 °C (bis maximal 205 °C) fur
60 min geheizt. Die Aufarbeitung erfolgte wie im vorherigen Abschnitt beschrieben.

10.4.3 Synthese von 13 nm FePt-Nanopartikeln

Die groReren FePt-Nanowdrfel und -Octapods wurden nach einer Veroffentlichung
von Chou und Mitarbeitern synthetisiert.*** Als Beispiel fiir die Synthese von Nanokuben
wurde eine Loésung von 40mg (0.1 mmol) Pt(acac);, 1034 mg (4 mmol)
1,2-Hexadecandiol, 4 ml (12.6 mmol) Olsaure und 4 ml (12.1 mmol) Oleylamin in 4 ml
Dioctylether mittels Schlenk-Apparatur bei 80 °C innerhalb von 45 min entgast und
wiederholt mit Argon geflutet. Daran anschlieBend wurde die Reaktionslésung auf 115 °C
erhitzt, 66 pl (0.5 mmol) Fe(CO)s zugegeben und direkt weiter fir 60 min auf 240 °C
geheizt. Auch hier erfolgte die Aufarbeitung wie im Abschnitt 10.4.3 beschrieben mit der
Ausnahme, dass nur 5 min zentrifugiert wurde.

10.4.4 Synthese von Mangan(ll)-oleat

Die Darstellung des Mangan(ll)-oleats erfolgte nach einer von unserer Arbeitsgruppe
verdffentlichten  Synthesevorschrift.®® ' In eine Lésung aus 7.92g (40 mmol)
MnCl,*4(H,0) und 22.6 g (80 mmol) Olsaure in 200 ml Methanol wurde eine Losung aus
3.2 g (80 mmol) NaOH in 200 ml Methanol langsam unter Rihren bei Raumtemperatur
zugetropft. Hierbei fiel das Produkt wahrend der Zugabe kontinuierlich aus. Nach Ende der
Zugabe wurde 1 h weitergerhrt. Der Uberstand wurde abdekantiert und der Bodensatz mit
je 2-mal 100 ml destilliertem Wasser, Ethanol und Aceton gewaschen. Das Produkt wurde
in 200 ml Hexan gel6st, Gber Magnesiumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel erst im
Grobvakuum und zum Schluss im Feinvakuum abgedampft. Zurlick blieb ein dunkelroter
bis brauner, wachsartiger Feststoff.
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10.4.5 Synthese von FePt@MnO-Nanoheterodimeren

Fur die Synthese von FePt@MnO-Nanoheterodimeren dienten die FePt-Nanopartikel
als Keime. Die Menge der FePt-Nanopartikel variierte von 5 bis 25 mg, wobei mit
zunehmender GroRe der Partikel die verwendete Masse ebenso zunahm. Die jeweilige
Doménengrofle wurde zum einen Uber die urspriingliche Keimgrofle (FePt) und zum
anderen Uber die eingesetzte Menge an Mn(ll)-oleat gesteuert. Um beispielsweise
3nm@17 nm Dimere zu erhalten, wurden 5mg der 3 nm FePt-Partikel in 0.5 ml
1-Octadecen mit je 25 pl von Olsaure und Oleylamin gelost und anschlieRend in eine
Lésung von 309 mg (0.5 mmol) Mn(I)-oleat, 953 pl (3 mmol) Olséure und 1980 pl
(6 mmol) Oleylamin in 15 ml 1-Octadecen gegeben. Die Reaktionsldsung wurde mittels
Schlenk-Apparatur bei 80 °C fur einer Stunde entgast und wiederholt mit Argon geflutet.
Danach wurde die Reaktionslésung auf Rickfluss (315 °C) mit Heizrate zwischen 23 bis
30 °C/min geheizt und fir 30 min auf dieser Temperatur gehalten. Nach dem Abkihlen auf
Raumtemperatur wurde das Produkt durch wiederholtes Féllen mit Aceton, Zentrifugation
bei 9000 U/min fir 10 min und Redispersion in Hexan aufgereinigt.

10.4.6 Synthese von FePt@MnO-Nanomultimeren

Entsprechend den Ausfuhrungen tber den Synthesemechanismus in den Abschnitten
»Ergebnisse und Diskussion® konnten durch das Steigern der Elektronendichte des
Losungsmittels weitere Nukleationspunkte an den FePt-Keimen erhalten werden. Fir
diesen Zweck wurde wie im vorherigen Abschnitt mit selbigen Ansatzmengen verfahren
mit dem Unterschied, dass 1-Octadecen konsequent durch Dibenzylether ersetzt wurde.

10.4.7 Synthese von FePt@MnO-Nanoheterostrukturen auf Basis von 13 nm
FePt-Nanopartikeln

Grundsatzlich erfolgt die Darstellung der Nanoheterostrukturen auf Basis der 13 nm
FePt-Octopods wie bei den FePt-Nanomultimeren mit der Ausnahme, dass die Menge an
Mn(ll)-oleat wesentlich herabgesetzt werden musste (<0.1 mmol), da sonst die MnO-
Domanen zusammenwuchsen. In einer Standardreaktion wurden 25 mg FePt-Octapods in
1 ml Dibenzylether mit jeweils 25 pul Olsaure und Oleylamin dispergiert und in eine
Lésung von 62 mg (0.1 mmol) Mn(ll)-oleat, 953 ul (3 mmol) Olsaure und 1980 pl
(6 mmol) Oleylamin in 15 ml Dibenzylether Gberfuhrt. Im Anschluss war die
Reaktionsfiihrung analog derer der Nanoheterodimere.
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11 Studien zur Phasenumwandlung von FePt in
FePt@MnO-Nanoheterodimeren

11.1 Einleitung

Magnetische Eindomanenpartikel gelten als vielversprechendes Material, um den
kontinuierlich wachsenden Bedarf an Datenspeicherkapazitat zu decken. Solche Partikel
stoBen mit dem superparamagnetischen Limit an ihre Grenzen. Mit immer kleiner
werdender PartikelgroRe kann die magnetische Anisotropieenergie pro Partikel unter die
thermische Energie fallen. Diese Anisotropieenergie ist notwendig, um das magnetische
Moment entlang einer bestimmten Achse aufrechtzuhalten. Ab diesem Punkt induzieren
thermische Fluktuationen ein zufélliges Kippen des magnetischen Moments und die
magnetisch gespeicherte Information geht verloren. FePt-Nanopartikel besitzen in der
ferromagnetischen L1,-Phase eine hohe Ordnung, welche eine sehr hohe
Anisotropiekonstante von K = 7 - 10° J/m® bewirkt.>*? Die hohe Anisotropiekonstante senkt
den  kritischen Durchmesser drastisch, bei dem das Partikel unter das
superparamagnetische Limit fallt. So konnen bei Raumtemperatur 3 nm grofRe, stabil
ferromagnetische  FePt-Partikel  erhalten  werden, die mit dem heutigen
Standardschreibverfahren fir Festplatten, der senkrechten Aufzeichnungstechnik (engl.
Perpendicular Magnetic Recording), Speicherdichten von bis zu 10 Thit/in? erreichbar
machen kénnen.*®

Erst durch eine thermische Behandlung (> 600 °C) kommt es in FePt-Nanopartikeln zu
einer Phasenumwandlung von der ungeordneten und flachenzentrierten kubischen Al-
Phase zu der geordneten und flachenzentrierten tetragonalen L1p-Phase. Bei diesem
Ubergang ordnen sich die Fe- und Pt-Atome von einer stochastischen Verteilung auf den
Gitterplatzen in Eisen- bzw. Platin-Lagen an, welche senkrecht zu der c-Achse liegen
(sieche Abb. 11-1). Das Anordnen der Atome fihrt aufgrund der unterschiedlichen
Atomradien zu einer Verzerrung der Struktur mit einem Gitterkonstantenverhaltnis (c/a)
von 0.96. Die Voraussetzung fir eine erfolgreiche Phasenumwandlung der FePt;.x.Partikel
in die L1,-Phase ist eine Stochiometrie mit 35 <x <60.%** 3° In der Literatur wird
berichtet, dass im Allgemeinen mit zunehmender GréRRe der FePt-Nanopartikel der Pt-
Anteil steigt. Erklart wird dieser Befund Uber den Bildungsmechanismus, bei dem in der
frihen Phase Platin-reiche Keime bei einer gleichzeitig langsam ablaufenden Zersetzung
von Eisenpentacarbonyl durch die Reduktion von Platin(ll)-acetylacetonat entstehen. Mit
zunehmender Zersetzung des Fe(CO)s diffundieren mehr Eisenatome in die Keime. Die
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Diffusionsrate ist dabei abhangig von der Oberflache der Platin-reichen Keime. Die
Oberfl&che ist vor allem durch die GroRe der Keime vorgegeben, welche wiederum von
der Nukleationsrate abhéngt und durch die Reaktionsparameter gesteuert werden kann. Da
Kleinere, Platin-reiche Keime eine im Vergleich grolle spezifische Oberflache besitzen,
sorgt die hohere Diffusionsrate fur einen hoheren Eisenanteil als bei grofieren FePt-
Nanopartikeln.®'" 3% 347 Zudem konnte beobachtet werden, dass die Stéchiometrie bei
einzeln Partikeln innerhalb einer Probe variieren kann.**

AT L1, (fct)
a>c

Abb. 11-1. Kiristaline Phasen von FePt. Kubisch flachenzentrieterte (fcc) Al-Phase mit
stochastischer Verteilung auf den Gitterplatzen und flachenzentriert tetragonle (fct) L1,-Phase mit
parallel angeordneten Lagen von Fe- und Pt-Atomen.

Bei der thermischen Behandlung besteht die Gefahr, dass ein Sinterprozess einsetzt.
Beim Sintern vergroRern sich die einzelnen Partikel ungleichmaRig und verlieren dabei die
einheitliche Form. Liu und Mitarbeiter konnten dies durch das Einbetten der FePt-
Nanopartikel in eine NaCl-Matrix mit groBem Uberschuss an Salz (>400:1) verhindern und
so monodisperse FePt-Nanopartikel mit einer hohen magnetischen Anisotropie erhalten.>**
%! Die Matrix wird durch das Abdampfen von Hexan aus einer Suspension mit den
Nanopartikeln und dem NaCl gebildet.

Da die FePt@MnO-Heterodimere nach der Umwandlung aus einer harten magnetischen
Komponente, FePt in der fcc-Phase, und einer weichen magnetischen Komponente, MnO
mit seinen unkompensierten Oberflachenspins, bestand, sollte das System sich wie ein
sogenannter Exchange-spring Magnet'® verhalten. Diese verkdrpern eine neue Klasse
ultrastarker Permanentmagneten. Das hier zu Grunde liegende Prinzip ist, dass die weniger
anisotrope Phase (MnO) mit ihrer hohen Magnetisierung die Remaneszenz erhoht,
wahrend die stark anisotrope Phase (FePt) eine hinreichende Koerzitivfeldstarke
gewabhrleistet, so dass ein System mit grotmoglichem Energieprodukt (BH)max entsteht,
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welches das eines Einphasenmagneten bei weitem Gbertrifft. Da hierbei die harte und
weiche Phase durch eine Austauschwechselwirkung an den Grenzflachen miteinander
koppeln, muss fir eine ausreichende bzw. optimale Wechselwirkung gesorgt sein.
Dementsprechend mussen die Strukturen nanoskalig sein, damit sich das System
letztendlich wie ein Einkomponentenmagnet verhdlt. Diese ultrastarken Permanentmagnete
sollen in hochentwickelten magnetischen Anwendungen wie bei Hochleistungs-
Elektromotoren und -Generatoren grolle Verbesserungen bringen und mdglichst die in
ihrer Verflgbarkeit begrenzten, seltenen Erdmagneten ersetzen, die sich aktuell im Einsatz
befinden.

In diesem Kapitel wurde die Salzmatrixmethode aufgegriffen, um erste Studien zur
Darstellung von FePt@MnO-Heterodimeren mit einer ferromagnetischen FePt-
Komponente durchzufiihren. Es wurde versucht, monodisperse FePt-Nanopartikel durch
Tempern in L1,-Phase umzuwandeln, um sie als Keime fiir eine spatere Dimersynthese zu
verwenden. Ein anderer Ansatz verfolgte die Umwandlung von FePt@MnO-Dimeren, wie
sie in Kapitel 10 beschrieben wurden, durch Tempern ohne Salzmatrix.

11.2 Ergebnisse und Diskussion

11.2.1 Quantitative Bestimmung der Zusammensetzung der FePt-
Nanopartikel

Mittels ICP-OES wurde die Zusammensetzung der FePt-Nanopartikel bestimmt, um zu
prufen, ob mit den FePt-Nanopartikeln eine Phasentransformation in die L1,-Phase erreicht
werden kann. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle 11-1 zusammengefasst. Alle
Proben erfillten die notwendige Bedingung, dass bei den Fe,Pty..-Nanopartikeln eine
Stochiometrie von 35 <x <60 vorliegt. Wie in der Literatur beschrieben, ging tendenziell
mit einer GroRenabnahme auch eine Abnahme des Eisenanteils einher. Die Schwankungen
der chemischen Zusammensetzung lieRen sich durch die Empfindlichkeit des Systems auf
die verschiedenen Syntheseparameter erklaren. So wirkten auf die finale
Zusammensetzung das eingesetzte Fe(CO)s/Pt(acac),-Verhaltnis, die Reaktionstemperatur,
das Olsdure/Oleylamin-Verhéaltnis und auRerdem die Zugabesequenz der Liganden.** Im
Vergleich zur Originalvorschrift®*® wurde nicht das urspriingliche Dibenzylether/1-

Octadecen-Gemisch verwendet, da die Partikel haufig > 5 nm waren.
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Tab. 11-1. Chemische Zusammensetzung von FePt-Nanopartikeln bestimmt durch ICP-OES.

drept / NM (molareze\ﬁzhaltnis) Fe,Pti00x Loésungsmittel
56+0.5 0.77 £ 5.0% Fes,Ptsg Dioctylether
5.7+0.6 0.82+3.7% FessPtss 1-Octadecen
6.0+0.6 0.47 £ 1.6% Fes,Ptss Dioctylether
6.0+£0.5 0.59 £ 5.0% FesgPts) Dioctylether
6.6 £ 0.6 0.55+4.4% FessPtss Dioctylether

11.2.2 NaCl-Matrix

Durch Mahlen von grobkdrnigen NaCl in einer Kugelmiihle ergaben sich feine NaCl-
Kristalle mit einer Ausdehnung von weniger als 10 um, wie es lasermikroskopische
Untersuchungen in Abbildung 11-2 zeigen.

. Sy '

Abb. 11-2. Lasermikroskopische Aufnahme von NaCl-Kristallen nach dem Mahlen mittels
Kugelmihle und vor dem Einsatz als Matrix gegen Sinterprozesse.
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11.2.3 TEM-Charakterisierung von FePt-Nanopartikeln nach thermischer
Behandlung

Obwohl ein Massenuberschuss von mindestens 400:1 an NaCl zu FePt-Nanopartikeln
eingesetzt und streng auf eine einheitliche Ausbildung der Matrix (homogene Férbung)
geachtet wurde, verdeutlichen TEM-Untersuchungen, dass es zu Sinterprozessen kam.

In Abbildung 11-3 sind ca. 6 nm kubische bis quaderférmige FePt-Nanopartikel vor und
nach der thermischen Behandlung bei 700 °C Uber 4 h gezeigt. Nach der thermischen
Behandlung wurden unverénderte Nanopartikel neben vergroRerten Partikeln mit
abgerundeter Form vorgefunden.

Abb. 11-3. TEM-Aufnahmen von 5.7 nm FesPtss-Nanopartikel vor (a) und nach (b) dem Tempern
bei 700 °C fur 4 h in einer NaCl-Matrix unter Formiergasatmosphére.

11.2.4 SQUID-Magnetometrie von FePt-Nanopartikeln nach thermischer
Behandlung

In Abbildung 11-4 sind die magnetischen Daten der FePt-Nanopartikel vor der
thermischen Behandlung wiedergegeben. Waéhrend die Magnetisierungskurve bei
Raumtemperatur typisch fur paramagnetische Materialien war, lieferte sie bei 5K eine
Hysterese mit einer Magnetisierung von ca. 15emu/g bei 5T und Hc=2.1kOe
(Abb. 11-4 a). Die feldabhdngige ZFC-Kurve erreichte ein schmales Maximum mit
Tg =28 K (Abb. 11-4 a).
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Nach der thermischen Behandlung waren deutliche Unterschiede der magnetischen
Eigenschaften zu beobachten (siehe Abb.11-5a und b). Die Hysterese bei 5K war
wesentlich ausgepragter und die Magnetisierung bei 5 T sowie H. stiegen auf ca. 35 emu/g
bzw. 2.6 kOe. Der paramagnetische Verlauf der Magnetisierungskurve bei 300 K wich
einem ferromagnetischen. Diese Hysterese hatte eine Magnetisierung von 44 emu/g bei 5T
und eine Koerzitivfeldstarke von H, = 2.0 kOe. Zudem lag der Schnittpunkt der ZFC/FC-
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Kurve in Abbildung 11-5 a nun bei einem Wert von knapp uber 300 K, was ein weiteres
Indiz flr die gestiegene Blockierungstemperatur der Nanopartikel war. Trotz alledem
waren die Koerzitivfeldstarken (H¢) der getemperten Nanopartikel mit weniger als 0.3 T im
Vergleich zu Literaturwerten sehr gering, welche bei harten Magneten tiber 1 T liegen.*?

353

40 |
30|
20}
10}

magn. Moment m / emu g™

b)

AN
o

& o
;
}\f\

/ d
o/ S
/ S

/5

A

_
o

mag. Moment m/ emu g™

mag. Feld pH/T
[P IR R R

-06 04 -02 00 02 04 06

magn. Moment m / willk. Einheiten

-1 0 1 2 3 4

Zero field cooled
Field cooled
ext. Magnetfeld H = 100 Oe

50

100

150 200 250

Temperatur / K

300

5 6

Abb. 11-5. 5 K und 300 K Hystere (a) sowie ZFC- und FC-Kurve (b) von 5.7 nm Fe4sPtss-
Nanopartikeln nach dem Tempern bei
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171

NaCl-Matrix unter



Magnetische Nanopartikel fir medizinische und weitere Anwendungen

11.2.5 Redispersionsversuche von FePt nach der thermischen Behandlung

Versuche, die Nanopartikel nach der thermischen Behandlung wieder langzeitstabil zu
dispergieren, brachten bisher keinen Erfolg. Hierfiir wurden Olsaure und katecholhaltige
PEG-Polymere  eingesetzt, welche in  Hexan oder in Chloroform  per
Ultraschallbadbehandlung als Schutzliganden an die Partikel binden sollten. Es war
anzunehmen, dass bei den hohen Temperaturen und reduzierenden Bedingungen sich
durch den Zersetzungsprozess der Liganden Olsaure und Oleylamin ein Kohlefilm um die
Partikel bildete.**

11.2.6 Phasenumwandlungen der FePt in FePt@MnO-Heterodimeren

Da Mangan(I1)-oxid als Volumenmaterial einen Schmelzpunkt von weit tiber 1000 °C
besitzt, wurde die Mdglichkeit getestet, ob die gréllere MnO-Doméne die FePt-Doméne
beim Tempern schiitzen kann, ohne dass es einer zusétzlichen Matrix bedarf. Hierfur
wurden FePt@MnO-Heterodimere auf TEM-Grids aufgetragen und bei verschieden
Temperaturen und Zeiten in Argonatmosphdre erhitzt (siehe Abb. 11-6).

Bei Temperaturen bis einschlieBlich 600 °C wurden flir Anordnungen, bei den die
Partikel nicht oder nur geringfiigig Gber die MnO-Domane miteinander in Kontakt standen,
keine Verénderungen der Heterodimere beobachtet (siehe Abb. 11-6 a — d).

Interessanterweise schien die MnO-Domane bei Temperaturen um 650 °C selbst zu
sintern, was in den Abbildungen 11-6 e und f, die von zwei unabhdngigen Experimenten
stammen, zu erkennen ist. Nach aktuellem Stand der Literatur gibt es keine Studien tber
das Schmelzverhalten von MnO-Nanopartikeln. Es ist jedoch bekannt, dass mit
abnehmender GroRe die Schmelztemperatur von Nanopartikeln mehrere hundert Grad
unter dem Schmelzpunkt des makroskopischen VVolumenmaterials liegen kann.3*°
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500 °C
30 min

600°C
120 min

650°C
60 min

Abb. 11-6. TEM-Aufnahmen von auf TEM-Grids getemperten FePt@MnO-Nanopartikel. Ab 650 °C
unter Argonatmosphéare wuchsen die Manganoxid-Domé&nen zusammen. Die Probe im Bild e wies
stdbchenférmige Verunreingungen auf.
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11.3 Zusammenfassung und Ausblick

Durch Tempern von 6 nm FePt-Nanopartikeln unter Sauerstoffausschluss in einer
NaCl-Matrix konnten ihre magnetischen Eigenschaften, wie Koerzitivfeldstarke und
Sattigungsmagnetisierung, verbessert werden. Die Nanopartikel zeigten nun anstelle des
superparamagnetischen ein ferromagnetisches Verhalten, was als ein klares Indiz dafiir
war, dass eine Phasenumwandlung in die L1p-Phase stattgefunden haben musste. Dabei
zeigten die im Vergleich zum makroskopischen Festkdrper noch verhéltnismaRig
niedrigen, magnetischen Werte und die durch Sinterprozesse gestiegene Dispersitat der
Partikel, dass die Prozessparameter beim Tempern noch optimiert werden missen. Gegen
die Sinterprozesse konnten mehr und/oder kleiner gemahlene NaCl-Kristalle Abhilfe
schaffen. Da ICP-MS-Untersuchungen der verwendeten FePt-Nanopartikel ein nahezu
optimales Fe- zu Pt-Verhaltnis von 1:1 bestatigten, sollte die Steigerung der magnetischen
KenngrolRen eher durch ein Tempern mit langeren Zeitintervall und/oder hdheren
Temperaturen erreicht werden. Allerdings wurden bei getemperten FePt-Nanopartikeln
eine nichtmagnetische Schale beobachtet, welche die magnetischen GréRen verringerte und
aus dem Zersetzungsprozess der Oberflachenliganden stammte.®® Des Weiteren schien
sich beim Zersetzungsprozess ein abschirmender Kohlefilm auszubilden,®* da die FePt-
Nanopartikel sich nicht mehr durch Zugabe von Oberflachenliganden redispergieren
lieRen. Dieses ware jedoch fir das Aufwachsen der MnO-Doménen im zweiten Schritt
unerlésslich. Moglicherweise kénnte hier ein anderer Ansatz zum gewinschten Ergebnis
fuhren. In der Literatur®®® wurde alternativ die Verwendung einer MgO-Schale fiir FePt-
Nanopartikel beschrieben, welche den Sinterprozess verhinderte und im Anschluss mit
verdunnter HCI wieder entfernt wurde. Die FePt-Nanopartikel waren nach dieser Prozedur
wieder in organischen Lésungsmitteln stabil dispergierbar.

Bei ersten Hochtemperaturexperimenten von Dbereits fertigen FePt@MnO-
Nanoheterodimeren zeigte sich mit geringen Mengen auf TEM-Grids, dass die MnO-
Doméne die Sinterprozesse der FePt-Nanopartikel verhinderte. Allerdings sinterten die
MnO-Domadnen selbst bereits bei ca. 650 °C, was einer drastischen Senkung der
Schmelztemperatur entsprach, jedoch ein bekanntes Ph&nomen bei Nanopartikeln ist.
Experimente mit groBeren Ansédtzen und die dazugehdrigen magnetischen Messungen
stehen noch aus.

Nach einer erfolgreichen Phasenumwandlung von FePt@MnO mit der Konsequenz
extrem hartmagnetischer Eigenschaften kdnnte unter anderem das Pressen des Materials zu
einem Werkstuck erfolgen. Zudem waére ein weiterer interessanter Punkt die Frage,
inwieweit die Phasenumwandlung der FePt-Nanopartikel auf die im vorherigen Kapitel
festgestellte strukturelle Anomalie der Epitaxie von FePt@MnO einen Einfluss tbt.
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11.4 Experimentelles

Zusatzliche experimentelle Informationen wie eine Ubersicht der verwendeten
Chemikalien und der Analyseverfahren finden sich im Kapitel 14.

11.4.1 Synthese der 6 nm FePt- und FePt@MnO-Nanopartikel

Die Synthese der 6 nm FePt-Nanopartikel erfolgte wie in Abschnitt 10.4.2 beschrieben,
jedoch mit der leichten Abanderung, dass entweder nur 1-Octadecen oder Dioctylether
verwendet wurde.

11.4.2 Einbinden der FePt-Nanopartikel in der NaCl-Matrix

NaCl wurde in einer Kugelmihle von Retsch, Model MM200, mit 3 Kugeln bei 30 Hz
fir 99 min gemahlen. Das gemahlene NaCl wurde mit einem Masseniberschuss von
mindestens 400:1 mit den FePt-Nanopartikeln unter Zugabe von Hexan vereint. Im
Anschluss wurde das Hexan unter starkem Rihren abgedampft, so dass eine homogene
Braunfarbung des Salzes erreicht wurde.

11.4.3 Tempern der FePt- und FePt@MnO-Nanopartikel

Die Phasenumwandlungen der FePt- und der FePt@MnO-Nanopartikeln wurden in
einem Hochtemperatur-Rohrofen, Modell MTF 12/38/400 von Carbolite, durchgefiihrt.
Die Proben wurden auf einem Korundschiffchen entweder unter einem Argon- oder
Formiergasstrom (Wasserstoff/Argon) erhitzt. Nachdem die Apparatur 30 min mit Argon
bzw. Formiergas geflutet worden war, wurde das Heizprogramm mit 10 °C/min gestartet.
Die eingestellte Endtemperatur wurde fir das programmierte Zeitintervall gehalten. Im
Anschluss kiihlte der Ofen mit 10 °C/min bis auf Raumtemperatur ab. Allerdings kam es
zu Abweichungen der eingestellten Heiz- bzw. Kihlraten, insbesondere beim
Abkunhlprozess.

Durch Waschen mit Reinstwasser und Zentrifugieren bei 9000 U/min fur 3 min wurde
das Salz entfernt. Im Anschluss wurde der Niederschlag getrocknet. Versuche, die Partikel
in Hexan mit Zugabe von Olsaure, bzw. in Chloroform mit Zugabe Dopamin-endstandigen
PEG-Polymeren im Ultraschallbad zu redispergieren, brachten keinen Erfolg.

Die FePt@MnO-Heterodimere wurden wie in Kapitel 14.3.1 beschrieben auf einem
mit Kohlenstofffilm beschichteten TEM-Grid prapariert und ohne Salzmatrix unter den
gleichen Bedingungen erhitzt.
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12 Einfluss auBerer Felder auf das Wachstum von
Mesokristallen aus FePt@MnO-Nanodimeren

12.1 Einleitung

Nicht nur intrapartikulare Aspekte wie die Kristallstruktur, sondern auch
interpartikulére Effekte konnen Einfluss auf die magnetische Anisotropie haben. Zum
Beispiel konnte an ferromagnetischen Cobalt-Nanopartikeln in einer antiferromagnetischen
Cobaltoxid-Matrix gezeigt werden, dass durch den Exchange Bias-Effekt zusatzlich ein
stabilisierender Beitrag zur magnetischen Anisotropie auftrat. Als Folge sank das
superparamagnetische Limit der Partikel.***

Zwar konnen die makroskopischen magnetischen Eigenschaften solcher Systeme
anhand von ZFC/FC-Messungen ermittelt werden, doch ermdglichen Untersuchungen tber
die individuellen magnetischen Momente der einzelnen Dimere und der Partikel in
Abhangigkeit von einem angelegten Feld tiefergehende Aussagen Uber die Spinstruktur
und magnetisches Umschaltverhalten. Ferner konnten geordnete Strukturen von
magnetischen Nanopartikeln eine weitere Verbesserung bringen oder sogar zu neuen
Materialien fihren."®?® Diesen Ansitzen wurde in einer Zusammenarbeit mit dem
Forschungszentrum Jilich nachgegangen. Sowohl der Einfluss der magnetischen
Morphologie des Partikels als auch &ulere Einflisse auf die Selbstorganisation der
Nanodimere mittels verschiedener Messtechniken von Rontgenkleinwinkelstreuung an den
von uns dargestellten FePt@MnO-Nanodimeren wurden untersucht.

Die in diesem Kapitel kurz vorgestellten Ergebnisse beruhen auf der Kooperation mit
dem Forschungszentrum  Julich®®  Es  wurden  temperaturabhingige
Magnetisierungsmessungen  zur  Bestimmung der magnetischen  Eigenschaften
durchgefuhrt. Die Partikel-Morphologie wurde mittels Réntgenkleinwinkelstreuung
(SAXS, engl. Small Angle X-Ray Scattering) und anomaler Rontgenkleinwinkelstreuung
(ASAXS, engl. Anomalous Small Angle X-Ray Scattering) an der Beamline B1 und die auf
dem Substrat aufgetragenen Nanopartikeln wurden mittels Roéntgenkleinwinkelstreuung
unter streifendem Einfall (GISAXS, engl. Grazing Incidence Small Angle X-Ray
Scattering) an der Beamline BW4 am HASYLAB/DESY in Hamburg charakterisiert.
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12.2 Ergebnisse und Diskussion

In den Ro&ntgenkleinwinkelstreuexperimenten wurden Konzentrationsreihen von
FePt@MnO-Nanodimeren mit den Groen 5nm@210nm und 5nm@214nm in Toluol
vermessen (siehe Abb. 12-1). Ein Formfaktormodell fir Nanopartikel mit ausschlieRlich
spharischen Untereinheiten wurde hergeleitet und anhand der Daten tberpriift. Die Radien
beider sphérischer Untereinheiten der Nanopartikel sowie die GroRenverteilungen konnten
mit Ungenauigkeiten von 6 % bestimmt und das Formfaktormodell fir Dimere bestatigt
werden. Der grof3e Vorteil dieser Methode gegenuber der Elektronenmikroskopie war, dass
ein groRer Bereich der Probe untersucht werden konnte. Der Nachteil wiederum war, dass
es sich hierbei um eine Untersuchung im reziproken Raum handelte. Durch den Verlust der
Phaseninformation waren Eingangsinformationen zur Verifikation notwendig, um
Formfaktormodelle anpassen zu kénnen.

Als problematisch hierbei erwies sich, dass zum einen mit zunehmender Partikelgrofie
die Abweichung von der idealen Kugelform immer stiarker wurde und dass zum anderen
wegen des epitaktischen Aufwachsens die MnO-Domane keine perfekte Kugel bildete, so
dass der Abstand zwischen den Kugelmittelpunkten nicht angepasst werden konnte.

Der Vergleich der Daten aller Konzentrationen im kleinen Q-Bereich lieR darauf
schlieen, dass die Partikel in der Losung weder agglomerierten noch sie sich
gegeneinander ausrichteten, so dass kein zusatzlicher Strukturfaktor auftrat.

Mit der anomalen Kleinwinkelstreuung konnten die Beitrdge der Untereinheiten jeder
Probe separat untersucht werden, da hier die Streuung der Proben bei mehreren Energien
nahe der Resonanzabsorptionskante von Mangan und von Platin gemessen wurde. Daher
konnte die GrolRe und GroRenverteilung der MnO-Partikel exakter bestimmt werden als
mit SAXS Experimenten. Es war dabei zudem mdglich, die Radien der MnO-Partikel aus
den SAXS Messungen innerhalb der Fehlergrenzen mit ASAXS zu bestétigt, so dass nur
sehr grolRe Unterschiede in den Dispersitaten Einfluss auf den Dimerformfaktor hatten.
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Abb. 12-1. Rontgenkleinwinkelstreuung an drei verschiedenen Lésungszustéanden der FePt@MnO-
Nanodimere. Es ist Intensitat in Abhangigkeit vom Betrag des Streuvektors Q doppeltlogarithmisch
aufgetragen. Aus dem Kurvenverlauf und der Maxima (Q1,2,3) konnten die Dimerformfaktoren und
somit die GréRe und GroRenverteilung der einzelnen Untereinheiten der Dimere bestimmt werden.
Die in guter Naherung gleiche Steigung bei kleinen Q-Werten verdeutlichte, dass die Partikel nicht
agglomieren (aus **°).

Fur die strukturelle Untersuchung der Anordnung in Mesokristallen in GISAXS
Experimenten wurden die Proben auf Siliziumwaver mit naturlicher Siliziumoxid-Schicht
mit der Drop-Casting Methode aufgetragen und die Auswirkung mehrerer Parameter auf
die Selbstordnung der Dimere wéhrend des Trocknens lberprift. Wéahrend die Nanodimere
nur eine geringe Ordnung durch natirliche Selbstorganisation, also ohne den Einfluss
aulerer Bedingungen, ausbildeten, konnte die Ordnung durch das Anlegen &ulRerer
Magnetfelder erhoht werden, insbesondere unter dem Einfluss eines inhomogenen
Magnetfeldes mit Gradient nach oben. Hier ordneten sich die Nanodimere zu einer oder
mehreren Monolagen parallel zur Oberflache des Substrats, was im folgenden GISAXS-
Streubild (Abb. 12-2) zu erkennen ist.

Ein homogenes, parallel zum Substrat anliegendes Magnetfeld begunstigte ebenfalls
die Ausbildung von geordneten Strukturen, die sich vorzugsweise am Substrat orientierten.
Das Zusammenwirken mehrerer Parameter steigerte die Ordnung deutlich, da
beispielsweise eine Kombination aus dem Magnetfeld und dem Schréagstellen des
Substrates die Orientierung am Substrat forderte.
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Abb. 12-2. GISAXS-Streubild von FePt@MnO-Nanodimeren. Die Probe wurde in einem
inhomogenen Magnetfeld Gradient nach oben auf einem Siliziumwafer mittles Drop-Casting
aufgetragen. Die Belichtungszeit betrug 30 s. Die zwei korrespondierenden Peaks auf der Yoneda-
Linie bei Qy = -3.7:10-2 A-1 und Q2 =3.8:10-2 A lassen auf eine laterale Ordnung der
Nanodimere schlielen. Um den Detektor vor Sattigung zu schitzen, wurde bei dieser Messung ein
Beamstop eingesetzt (blauer Bereich im Zentrum mit geringer Intensitat im Zentrum) (aus >*°).

Bei allen beobachteten Ordnungen handelte es sich um eine oder wenige Monolagen,
also nur um Superlattices, da lediglich ein Signal vorhanden war, welches in Q,-Richtung
ausschmierte, und da Peaks hoherer Ordnung vollstandig ausblieben. Die Herstellung von
dreidimensionalen Mesokristallen gelang nicht. Hierftr werden mehrere Griinde vermutet.
Bei den verwendeten Proben waren noch wenige freie FePt-Nanopartikel vorhanden. Die
Selbstordnung zu dreidimensionalen Strukturen gestaltet sich bei Dimeren generell
schwieriger, da durch die Verknupfung der Untereinheiten wesentlich weniger
Freiheitsgerade im Aufbau zu Verflugung stehen als im Vergleich zu Systemen mit nur
einer Nanopartikelsorte oder zu bindren Systemen®*"**°  welche sich aus zwei
unterschiedlichen Nanopartikelsorten zusammensetzen. Es ist davon auszugehen, dass die
vorgefundene Ordnung dadurch von den grofieren MnO-Domanen der Partikel dominiert

wurde, wahrend sich die FePt-Partikel in fir sie giinstige Lucken einordneten.

Uber die aus ZFC- und FC-Messungen bestimmte Blockierungstemperatur konnte eine
Anisotropiekonstante fiir die Nanodimere mit K = 3.28-10% J/m® berechnet werden.

180



12 Einfluss auRerer Felder auf das Wachstum von Mesokristallen aus FePt@MnO-Nanodimeren

12.3 Zusammenfassung und Ausblick

Auf Basis der FePt@MnO-Nanodimere konnte in einer Kooperation mit dem
Forschungszentrum Jilich durch Kleinwinkelstreuung und anormale Kleinwinkelstreuung
ein Formfaktormodel fur die Nanodimere aufgestellt und bestatigt werden. Des Weiteren
war es moglich durch Nutzen der magnetischen Eigenschaften der Partikel mittels eines
angelegten Magnetfeldes geordnete Strukturen der Nanodimere zu schaffen. Dank der
vielversprechenden Ergebnisse werden weitere Messungen am Synchrotron erfolgen, bei
denen die strukturellen und magnetischen Eigenschaften von MnO- und FePt-
Nanopartikeln gemessen und mit denen der FePt@MnO verglichen werden sollen, um das
Zustandekommen der veranderten Eigenschaften der Dimere gegeniliber den einzelnen
Komponenten detailliert zu ergriinden. Ein weiteres, langfristiges Ziel ist die Optimierung
der Parameter fiir den gezielten Aufbau von Mesokristallen durch Selbstorganisation. Die
Kooperation ist dariiber hinaus um eine Zusammenarbeit mit dem Instituts Laue-Langevin,
Grenoble, erweitert worden. Hier sollen mit zeitaufgelGster Neutronenstreuung im
oszillierenden Magnetfeld der Einfluss der anistropischen Form des Exchange Bias auf die
Néel-Relaxation untersucht werden. Das tiefere Verstandnis der Magnetisierungsdynamik
sowie der Korrelation der magnetischen und elektrischen Eigenschaften wvon
Nanoheterodimeren kodnnte grofle Beitrdge zur Darstellung neuer, multifunktionaler
Materialien liefern.
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13 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Synthese magnetischer Nanopartikel
und ihrer Funktionalisierung flr biomedizinische Zwecke. Dazu wurde die Methode der
Zersetzung metallorganischer Vorstufen in hochsiedenden Losungsmitteln — mit
anschlieBendem Ligandenaustausch verwendet.

Zunadchst wurden superparamagnetische, spharische Eisenoxid-Nanopartikel in
variabler GroRe (13—-25nm) mit sehr geringer GrolRenverteilung mittels einer
literaturbekannten Synthese aus Eisen(l11)-oleat in 1-Octadecen dargestellt. Sie bildeten in
organischen Losungsmitteln stabile kolloidale Losungen. Insbesondere
MoRbaueruntersuchungen zeigten, dass es sich bei diesen Nanopartikeln um eine
Mischphase aus Maghemit und Magnetit handelte, bei der der Magnetitanteil mit
zunehmender Grolie anstieg.

Daruber hinaus wurde der Einfluss von Kupferadditiven auf die Formgebung von
Eisenoxid-Nanopartikeln untersucht. Studien zeigten, dass zugesetzte Kupferionen
wéhrend der Synthese nur indirekt tGber ein verandertes Verhéltnis freier Liganden Einfluss
nahmen. Somit sind Kupferadditve weniger als universelles formgebendes Element bei der
Synthese von Eisenoxid-Nanopartikeln geeignet.

Durch Vorlage monodisperser Gold-Nanopartikel (~3nm) als Keime und
anschlieRender Zugabe von Eisenpentacarbonyl unter Anwesenheit von Olsiure in
1-Octadecen konnten superparamagnetische Gold@Eisenoxid-Dimere synthetisiert
werden. Die GroRe der Eisenoxid-Doméne war ca. 18 nm, wobei es aufgrund der geringen
Grolie der Gold-Nanopartikel zu einem Verwachsen der Eisenoxid-Domanen kam und so
teilweise ,,nierenformige* und Multimernanopartikel entstanden. Auch hier bestand die
Eisenoxid-Domane aus einer Mischphase von Maghemit und Magnetit mit wachsendem
Anteil an Magnetit bei zunehmender GroRe.

Da bei Keim-vermittelten Nanopartikelsynthesen haufig noch freie Keime
zurlckblieben, wurde in Kooperation mit der Bundesanstalt fur Materialforschung die
asymmetrische Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung als Aufarbeitungsmethode fir die
Gold@Eisenoxid-Dimere getestet. Dies ist vor allem im Hinblick auf die zunehmende
Bedeutung von Syntheseverfahren im kontinuierlichen Fluss in der Mikroprozesstechnik
von groBem Interesse. Durch das GroRen-trennende Verfahren konnten hochst effizient
nicht umgesetzte Goldkeime von den Heterodimeren abgetrennt werden.

Sowohl die Eisenoxid-Nanopartikel als auch die Gold@Eisenoxid-Nanoheterodimere
zeigten in zellbiologischen Studien nach multifunktionalen
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Oberflachenfunktionalisierungen interessante Ergebnisse. Die Eisenoxid-Nanopartikel
wurden hierflr mit einem bioabbaubaren Polymer funktionalisiert, welches aus dem
Kettenpolymer Poly(pentafluorophenyl)acrylat bestand und dessen Pentafluorophenyl-
Gruppen zuvor sukzessiv mit 3-Hydroxytyramin, einem Fluoreszenzfarbstoff und einem
bis-amino-funktionalisierten  Polyethylenglycol ersetzt wurden. Zudem wurden
immunstimulierende  CpG-Oligonukleotide kovalent an das Polymer gebunden.
AnschlieBend wurde in Zusammenarbeit mit der Universitdt Gottingen der lysosomal-
vorkommende, Toll-ahnliche Rezeptor in A549-Lungenkarzinomzellen durch die
Verabreichung von entweder diesen Eisenoxid- oder Mangan(ll)-oxid-basierten
Nanopartikeln stimuliert. Die Auswirkung der TLR-9-Aktivierung auf die Zellmotilitat und
auf die Zellmorphologie wurde unter Einsatz von zeitaufgeloster Impedanzspektroskopie
nachverfolgt. Im Gegensatz zu den zytotoxischen, auf MnO-basierenden Nanopartikeln,
stellten die Partikel aus Eisenoxid nicht-toxische CpG-ODN-Transporter dar. Die CpG-
ODNs stimulierten effizient TLR-9 der Lungenkrebszelllinie A549, was in einer
gesteigerten Mikromotilitdt und einem Verlust an Barriereeigenschaften resultierte.
Verglichen mit frei von Partikeln verabreichten CpG-ODNs boten partikelbehaftete
Nukleotide eine deutlich effizientere Stimulierung, was der groRReren, lokalen
Konzentration an Liganden auf der Partikeloberflache zugeschrieben wurde. Unsere
Studien zeigten, dass die partikelgebundenen CpG-ODNs zu einer erhdhten Motilitat der
Krebszellen fuhrten. Aus diesem Grund konnte darliber hinaus auch ihre Invasivitat und ihr
metastatisches Potential gesteigert werden, was der urspringlichen Strategie der
Immuntherapie entgegenwirken wiirde.

Anstelle einer Polymerfunktionalisierung wurden die Eisenoxid-Nanopartikel und die
Gold@Eisenoxid-Nanoheterodimere mit einer multifunktionalen Silica-Schicht ummantelt.
In den Mizellen einer Wasser-in-Ol-Emulsion, welche durch Zugabe von Igepal® CO-520
und Ammoniak in Cyclohexan ausgebildet wurden, wurde schrittweise die Silica-Schale
aufgebaut. Durch  Beifligen von  Tetraethoxysilan, dem  Farbstoff FITC,
2-[Methoxy(polyethyleneoxy)propyl]trimethoxysilan und 3-Aminopropyltriethoxysilan
entstand eine fluoreszierende Silica-Schale. Diese machte die Partikel wasserldslich und
trug zusétzlich auf der Oberflache freie Aminogruppen als Ankergruppen fur Biomolekiile.
Wenn die Gold-Doméne in den Dimeren vor der Silica-Ummantelung mit
1-Octadecanthiol belegt wurde, blieb die Gold-Doméne frei von Silica. Nach der Silica-
Ummantelung wurde eine asymmetrische Funktionalisierung durchgefiihrt und Janus-
Partikel erhalten.

In Kooperation mit der Universitatsklinik Jena wurde die Wirkung von verschiedenen
Gold@Eisenoxid-Janus-Partikel in vitro untersucht, um ihre spezifische Aufnahme zu
verstehen und potenzielle zytotoxische Effekte auf menschliche Blutzellen zu priifen. Die
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13 Zusammenfassung

Wirkung der Janus-Partikel auf die Zellen hing im Wesentlichen von drei Faktoren ab. (1)
Von der Oberflachenfunktionalisierung: Die NH-Funktionalisierung auf der Gold- oder
Eisenoxid-Domane induzierte im Gegensatz zu den nichtfunktionalisierten Varianten eine
ausgepragte Reduktion der Zellviabilitat, welche durch einen Schaden an intrazelluldren
Membranen verursacht wurde. (2) Von der Eigenschaft der Metalloxidkomponente im
Vergleich mit gleich aufgebauten Gold@Manganoxid-Heterodimeren. (3) Von der der
Tatsache, dass die gesamte Oberflachenladung und die GrofRe der Nanopartikel einen
groReren Einfluss auf die Internalisierung und Zellmetabolismus als der Janus-Charakter
per se hatten. Dabei zeigten die mit Silica-teilumantelten Gold@Eisenoxid-Janus-Partikel
eine bessere Biokompatibilitat als die Silica-ummantelten Eisenoxid-Nanopartikel. Beide
wiesen eine deutliche Unbedenklichkeit gegeniiber den Endothelzellen auf, jedoch nur die
Dimere mit freier Gold-Doméne zeigten einen antioxidativen Effekt. Zusammenfassend
lassen die Ergebnisse insbesondere fir die Silca-teilummantelten Au@Fe;04-Janus-
Partikel auf ein groRes Potential fir in vivo-Applikationen schlief3en.

Neuartige FePt@MnO-Nanoheteropartikel mit geringer GrolRenverteilung sowie
kontrollierbarer GroRe und Morphologie der einzelnen Doménen wurden ebenfalls Uber
eine keimvermittelte Synthese dargestellt. Auf monodispersen, superparamagnetischen
FePt-Nanopartikeln wuchsen durch Zersetzung von Mangan(ll)-oleat Manganoxid-
Domaénen. So konnten verschieden aufgebaute Partikel, von Dimeren bis zu
Heteromultimeren, erhalten werden, indem verschiedene Syntheseparameter wie zum
Beispiel die Elektronendichte des Losungsmittels variiert wurden. Mittels hochauflésender
Transmissionselektronenmikroskopie wurde herausgefunden, dass die MnO-Doméne
bevorzugt auf der (111) Oberflachen der der fcc-FePt-Nanopartikel wuchsen. Zudem trat
eine zweidimensionale Defektstrukter mit zusatzlicher Gitterebene alle 8 bis 9 Reihen auf,
so dass es sich hierbei anscheinend um die selten vorkommende Epitaxie durch
Doménenanpassung statt der sonst auftretenden Epitaxie durch Gitterfehlanpassung
handelte. Ferner koppelten bei tiefen Temperaturen die Oberflachenspins der
antiferromagnetischen MnO-Doméne mit den magnetischen Momenten der FePt-
Nanopartikel und erzeugten dabei einen Exchange Bias-Effekt in der Hysterese.

Durch eine Umwandlung der (fcc) Al-Phase in (fct) L1p-Phase der FePt-Domane in
den FePt@MnO-Heterodimeren wurde eine Verstarkung der magnetischen Phanomene
vermutet, da bei den FePt-Nanopartikeln ein Wechsel vom superparamagnetischen zum
stark ferromagnetischen Verhalten einhergeht. Aus diesem Grunde wurden erste Studien
zur Darstellung von FePt@MnO-Nanopartikeln mit einer stark ferromagnetischen FePt-
Komponente durchgefiihrt. Zum Schutz gegen Sinterprozesse wurden die FePt-
Nanopartikel in eine NaCl-Matrix eingebettet. Nach thermischer Behandlung waren die
FePt-Nanopartikel bei Raumtemperatur ferromagnetisch. Jedoch waren die Partikel trotz
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Matrix nicht mehr monodispers und dispergierbar. Bei ersten Versuchen der direkten
Umwandlung von Heterodimeren wurde beobachtet, dass die MnO-Schale ein mégliches
Sintern der FePt-Doméne verhinderte. Allerdings waren die umgesetzten Mengen flr
weitere Messungen zu gering.

Im Hinblick auf ein tieferes Verstandnis fir die magnetische Struktur der FePt@MnO-
Nanoheterodimere wurden diese in einer Kooperation mit dem Forschungszentrum Julich
mittels Kleinwinkelstreuung und anormaler Kleinwinkelstreuung untersucht. Es wurde ein
Formfaktormodell aufgestellt. Weiterhin konnten dank der magnetischen Eigenschaften
der Partikel durch Anlegen eines Magnetfeldes erste geordnete Strukturen der Nanodimere
geschaffen werden. Aktuell laufen Messungen, bei denen der Einfluss des Exchange Bias-
Effektes auf die Spinstruktur der MnO-Domane mittels Neutronenstreuung untersucht
wird.
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14 Experimentelle und analytische Methoden

14.1 Materialien

14.1.1 Ubersicht der eingesetzten Verbindungen

Zur Synthese wurden die folgenden Chemikalien ohne weitere Aufreinigung
eingesetzt:

Chemikalie Abkiirzung
1,2-Hexadecandiol (technisch 90 %, Aldrich)
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (98 %, Aldrich) EDC

1-Hexadecen (92 %, Aldrich)
1-Octadecanthiol (98 %, Aldrich)
1-Octadecen (90 %, Aldrich)

2-[Methoxy(polyethylenoxy)propyl]trimethoxysilan, PEG-TES
6-9 PE-Einheiten (90 %, ABCR)
3-Aminopropyltriethoxysilan (99 %, Aldrich) APS

Aceton (99.9 %, VWR)

Ameisenséure (99.9 %, Acros)

Ammoniumhydroxid (wéss. Lsg. 25 %, Sigma-Aldrich)
ATTO 465-NHS-ester (Fluka)

Chloroform (> 99.8 %, Aldrich)

Cysteamin (> 98.0 %, Aldrich)

Dibenzylether (98 %, Aldrich)

Diethylether (p.a., VWR)

Dioctylether (99 %, Aldrich)

Diphenylether (> 99 %, Aldrich)
Eisen(l11)-acetylacetonat (99.9 %, Aldrich)
Eisen(l11)-chloridhexahydrat (99+ %, Chempur)
Eisenpentacarbonyl (99.5 %, Acros)

Ethanol (p.a., Roth)

Fluoresceinisothiocyanat (Aldrich) FITC
Hexan (> 95 %, VWR)

Igepal®C0-520, (C,H,0)n - C15H2,0, n~5 (Aldrich)
Isopropanol (p.a., Fluka)

Kaliumhydroxid (90 %, Aldrich)

Kupfer(ll)-acetat (> 99.99+ %, Fluka)
Kupfer(I)-acetylacetonat (99.99+ %, Aldrich)
Kupfer(I1)-formiat, Hydrat (97 %, Aldrich)
Laurinsdure (99.5 %, Acros)

Mangan(I1)-chlorid Tetrahydrat (> 99.9 %, Aldrich)
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Chemikalie Abkiirzung
Methanol (98.5 %, Aldrich)

N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid (99 %, Fluka)

Natriumchlorid (> 99 %, Roth)

Natriumhydroxid (99+ %, Aldrich )

N-Hydroxysuccinimid (97 %, Fluka) NHS
Oleylamine (80-90 %, Acros)

Olséure (> 70 %, Fischer Scientific)

Silber(l)-carbonat (> 97 %, Fluka)

Tert-Butylamin-Borankomplex (97 %, Aldrich) TBAB
Tetrachlorogoldsaure Trihydrat (99.999 % metal basis, ABCR)
Tetraethoxysilan (99.999 %, Aldrich) TEOS

Tetralin (99 %, Aldrich)

Toluol (p.a., Acros)
Trimethylamin-N-oxid (98 %, Aldrich)
Trioctylamin (98 %, Acros)
Wasserstoffperoxid (35 % gew., Acros)

14.2 Heiztechnik

Samtliche Reaktionen, die die Formgebung von Eisenoxid-Nanopartikeln unter
Einfluss von Kupferadditiven zum Gegenstand hatten, wurden mittels eines Metallbades
bestehend aus einem Messingblock gefiillt mit Roses Metall (Bi 50 %, Pb 25 %, Sn 25 %,
Schmp.: 96 — 98 °C) und einem angeschlossenen Heizreglers von JUMO Modell dTron
304 temperaturgesteuert gefahren (siehe Abb. 14-1). Der Thermoflhler war in den
Messingblock integriert. Die Temperatur der Reaktionslésung wurde mit einem externen
Thermometer gegenkontrolliert. Die Temperaturabweichung der Reaktionslésung zur
Temperatur des Metallbades betrug weniger als 5% und wurde bei den
Rampeneinstellungen beriicksichtigt.

Die Kontrolle der Temperatur und Heizrate bei allen weiteren Reaktionen wurde durch
eine Heizhaube von MOHR & CO Typ KM-G2 verbunden mit einen Heizregler KS 40
Typ 9404 407 40001 von Philips und mit einem Thermofihler S/S-316 Typ K der Firma
RS erreicht. Der Thermofiihler war Uber ein speziell angefertigtes Glasrohrchen, welches
mit Trioctylamin als Warmeubermittler geftllt war, in Kontakt mit der Reaktionsldsung
(siehe 14-1). Vergleichsmessungen der Temperatur mit einem handelsiblichen
Laborthermometer zeigten, dass die Abweichung weniger als 3 % betrug.
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Abb. 14-1. Versuchsaufbau Nanopartikelsynthese. Per Temperaturregler gesteuertes Metallbad
(links) oder Heizpils (rechts).

14.3 Messtechnik

14.3.1 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Zur Probenvorbereitung wurden ca. 0.1 mg der jeweiligen Partikel in 0.5 ml des
entsprechenden Losungsmittels geldst und auf einem vorgefertigten Kupfer-TEM-Grid mit
Kohlenstoffbeschichtung (Science Services, TEM-Netzchen, Cu 300mesh, Kohlefilm)
aufgebracht. AnschlieBend wurde das Lésungsmittel vom TEM-Grid abgedampft.

Die Aufnahmen der Proben wurden an einem Philips
Transmissionselektronenmikroskop EM-420, ausgeriistet mit einer Slow-scan CCD
Kamera (1k - 1K), unter Verwendung der Software ,,AMT Camera Image Capture Engine*
(Version 5.42.544) gemacht. Die Beschleunigungsspannung der Elektronen in der LaBg
Kathode betrug 120 kV und das Auflésungsvermdgen ca. 3.3 nm.

14.3.2 PartikelgroRenbestimmung mittels TEM

Die PartikelgroRen wurden durch graphische Auswertungen von TEM-Aufnahmen
unter Verwendung des Programmes ImageJ (Version 1.43g bis 1.46r) bestimmt. Hierzu
wurden Statistiken aus mindestens 100 Partikeln angefertigt. Fur die Bestimmung der
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Durchmesser bzw. Kantenldangen wurde von idealen geometrischer Kérper (Kugeln und
Kuben) ausgegangen.

14.3.3 Hochaufldsende Transmissionselektronenmikroskopie (HRTEM)

Fur die hochauflésenden TEM-Aufnahmen diente ein Tecnai F30 von FEI, welches mit
einer 300 kV Feldemissionskanone und mit einem Ultra-TWIN-Linsensystem ausgeristet
ist, wodurch eine Auflésung von bis zu ca. 0.1 nm erreicht werden kann. Die
Probenpréparation war identisch mit der in Abschnitt 14.3.1.

14.3.4 Elektronenbeugung

Beugungsbilder wurden sowohl am Philips Transmissionselektronen-mikroskop EM-
420 als auch am Tecnai F30 von FEI aufgenommen. Anhand von Referenzproben bzw. -
daten wurden die Beugungsbilder ausgewertet.

14.3.5 Rontgendiffraktion (XRD)

Fur die Aufnahme von Pulverrontgenbeugungsdaten der Nanopartikel fanden je nach
Probenzusammensetzung ein Siemens D5000, ein Bruker D8 Advance oder ein Bruker D8
Discover Diffraktometer Verwendung. Das Siemens D5000 nutzt CuK,;-Strahlung, ein
Ge(220)-Monochromator und als Detektor ein M50 PSD (position sensitive detector) von
Braun. Mit dem Bruker D8 Advance wurden die Daten mit ungefilterter Mo-Strahlung und
einem energiedispersivem Detektor (Bruker SolX, Diskriminationsfenster entsprechend
MoK,; und MoK,,) in Bragg-Brentano Geometrie bestimmt. Sowohl fir das D5000 als
auch fir das D8 Advance wurde die Probe zwischen zwei Klebestreifen (Scotch® Magic)
fixiert, welches die breite Intensitat bei kleinem Streuvektor q (< 2 A™) verursacht, die in
den Diffraktogrammen beobachtet werden kann. Bei dem Bruker D8 Discover mit HiStar
Detektor und Graphit-monochromatisierter CuK,, Strahlung wurden die Proben mit Clynol
auf einem Glas bzw. Si (111) Trager fixiert und jeweils sechs Beugungsaufhahmen im
Bereich von 13<20/°<100 in Reflexion aufgezeichnet. Die Bestimmung der
Intensitéten erfolgte mit der Software Bruker AXS GADDS*®.

1°% unter

Vollprofilanpassungen nach Pawley erfolgten mit TOPAS Academic V4.
Anwendung des Fundamental Parameter Ansatzes, ausgehend von literaturbekannten
Strukturdaten der jeweiligen Elemente und Verbindungen.*®* %2 %63 Der Nullpunktfehler

ist bei den Auswertungen beriicksichtigt worden.
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14.3.6 M6RBbauerspektroskopie

Die °’Fe-MoRbauerspektren wurden unter Verwendung einer °’Co-Quelle,
eindiffundiert in einer Rhodium-Matrix (Folie), in Transmissionsgeometrie durchgefihrt.
Die Quelle wurde im Modus der konstanten Beschleunigung gefahren und die Kalibrierung
erfolgte mit a-Fe Folie als Referenzabsorber. Die Daten wurden mit dem Programm
Recoil*** ausgewertet.

14.3.7 Superconducting Quantum Interference Device- Magnetometrie
(SQUID)

Die Messungen mittels supraleitender Quanteninterferenzeinheit zur Untersuchung der
magnetischen Eigenschaften wurden an Pulverproben in einem Quantum Design MPMS-
XL durchgefuhrt. Sowohl die ZFC- als auch die FC-Kurven wurden bei einem
magnetischen Feld von 100 Oe aufgenommen. Die Datenauswertung erfolgte mit dem
Programm OriginPro 8 von OriginLab.

14.3.8 Infrarotspektroskopie (IR)

Die Daten der Infrarotspektroskopie wurden mit einem Bruker Tensor 27 Spektrometer
ermittelt. Feststoffe wurden als KBr-Pressling und Flussigkeiten zwischen zwei KBr-
Fenstern gemessen. Die Daten wurden mit dem Programm OriginPro 8 von OriginLab
ausgewertet.

14.3.9 UV/Vis-Spektroskopie

Die UV/Vis-Absorptionsspektren wurden in Hellma Quarzglas Suprasil-Kuvetten
(Schichtdicke 10 mm) mit einem Varian Cary 5000 UV/Vis-NIR-Spektrophotometer
aufgenommen und mit OriginPro® 8.0 ausgewertet.

14.3.10 Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)

Die 'H-NMR-Spektren wurden mit einem Bruker DRX400 Avance Instrument
400 MHz aufgenommen und mit dem Programm MestReNova (Version 5.3.0)
ausgewertet.

Die verwendeten deuterierten Losungsmittel Chloroform-d und Dimethylsulfoxid-ds,
wurden von der Firma Deutero GmbH, Kastellaun, Deutschland, bezogen.
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14.3.11 Massenspektrometrie

FD-Massenspektren wurden mit einem Finnigan-MAT-95-Spektrometer der Firma
ThermoElectron, Boston (USA), aufgenommen.

Die Molmassen bei den Massenspektren beziehen sich auf die Massen der reinen
Isotope *H, **C, **0, Na und *K, die Molmasse bei den Summenformeln dagegen auf die
naturliche Isotopenverteilung.

14.3.12 Schmelzpunktbestimmung

Die Bestimmung des Schmelzpunktes pulverformiger Substanzen erfolgte in
Glaskapillaren  unter Verwendung des Schmelzpunktbestimmungsgerates von
Electrothermal, Modell IA9100 MK1.

14.3.13 Elementaranalyse

Elementaranalysen wurden im Mikroanalytischen Labor des Instituts fur Organische
Chemie der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz mit einem CHN-Gerét Vario EL der
Firma Elementar Analysensysteme GmbH (friiher: Heraeus), Hanau, Deutschland,
durchgefunhrt.

14.3.14 Atomabsorptionsspektroskopie (AAS)

Die Proben wurden in konz. HNO3 aufgeschlossen und anschliefend mit Reinstwasser
verdiinnt. Die Kupfer-, Eisen- und Mangankonzentration von wassrigen Proben wurde
anhand von Atomabsorptionsspektroskopie bestimmt, wofir ein Perkin-Elmer 5100 ZL
verwendet wurde. Fir andere Elemente waren die spezifischen Lampen nicht vorhanden.

14.3.15 ICP-OES

Die  Zusammensetzung der  FePt-Nanopartikel —wurde mittels  optischer
Emissionsspektrometrie (ICP-OES, engl. inductively coupled plasma optical emission
spectrometry) an einem PerkinElmer Optima 3000 in sdureverdinnter HNOs-Ldsung
ermittelt.

14.3.16 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Fur DLS-Experimente wurde ein Aufbau bestehend aus einem Helium-Neon-Laser
,,1145P“ (A = 632.8 nm, P = 200 mW) von JDS Uniphase als kohérente Lichtquelle, einem
Kompakt-Goniometersystem AVK ,,CGS-8F DLS/SLS-5022F¢ mit acht
Detektionseinheiten ,,Photon Counting Module SPCMCD3296 H* von PerkinElmer
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(Bauart: Avalanche-Photodioden, APD), dem Thermostaten Haake ,,C25P* und einem
,ALV-7004 Digital Multiple-Tau Realtime Correlator” genutzt.

Der einfallende und gestreute Strahl wurden beziglich der Streuebene (VV Modus)
vertikal polarisiert. Die Messungen wurden bei T =293 K und bei einem konstanten
Winkel von 8 = 30° durchgefihrt, da die gemessenen Radien sich nicht als Funktion des
Streuvektors q = 4znn sin(6/2)/A, anderten. Jede Probe wurde in 10 bis 20 separaten
Durchgangen vermessen und in einem Kreuzkorrelationmodus (cross correlation mode)
gemittelt, um das Signal-Rausch-Verhéltnis zu verbessern.

Alle Proben wurden in einer Flow-box préapariert, um Kontamination mit Staub zu
vermeiden. Die mit Olsdure umhillten Nanopartikel wurden in Hexan mit einer
Konzentration von unter 10 mg/L gel6st. Ca. 2 ml dieser Losung wurde durch einen
Millex-FG Filter (0.2 um PorengroRe) in eine zylindrische Kiivette aus Quarzglas (Hellma,
20 mm Durchmesser) gegeben.

14.3.17 Asymmetrische Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung (AF-FFF)

Fur die Trennversuche der in Toluol stark verdinnten Gold@Eisenoxid-
Nanopartikelproben wurde eine Anlage bestehend aus einer Knauer ,,HPLC Mini-Star K-
501 Injektionspumpe (20 pL Injektionsvolumen), dem FFF-Kanal ,4.0“ mit einer
PMMA-Platte von ConSenxus und einem ,,Gastorr 152 Degasser von FLOM, Shimmachi
Ome City Tokyo, Japan, verwendet. Zum Abschluss des Kanals kam eine Glasplatte zum
Einsatz. Zur Detektion des Absorptionssignals im UV/Vis-Bereich wurde ein Waters
Photoarraydetektor ,,2996% (Software: ,,Waters Millenium32*, Version 3.2) eingesetzt.

14.3.18 Konfokale 3D-Lasermikroskopie

Die NaCl-Proben wurden in Aceton dispergiert, auf einen Objekttrdger gegeben und
das Aceton wieder abgedampft. Die Aufnahmen der NaCl-Kristalle wurden an einem
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop VK-8710 der Firma Keyence aufgenommen. Die
Steuerung und anschlieBende Auswertung wurde mit den zum Mikroskop gehdrenden
Programmen VK Viewer bzw. Analyzer durchgefihrt.

14.3.19 Reinstwasser (Milli-Q®-Wasser)

Das verwendete Reinstwasser (Typ 1, 18.2MQ-cm at 25°C) wurde einem
Laborwasseraufbereitungssystem Synergy 185 von Millipore, ausgestattet mit einem
Millipak Express 20 Membranfilter (0.22 pum), entnommen.
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