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In jiingster Vergangenheit hat das Interesse fiir die Entwick-
lung von Hybrid-Nanostrukturen, die sich aus verschiedenen
Materialien zusammensetzen, in erheblichem Mafie zuge-
nommen. Es wurde berichtet, dass die Zusammenfiihrung
verschiedener Nanomaterialien, die ihrerseits spezifische
optische, magnetische oder elektronische Eigenschaften auf-
weisen, zu Kompositen aus mehreren dieser Komponenten,
deren individuelle Eigenschaften verdndern oder sogar ver-
bessern konnen."! Durch gezielte Optimierung der Struktur
und der Grenzflichenwechselwirkung innerhalb der Nano-
komposite konnte eine breite Basis fiir zukiinftige Techno-
logien geschaffen werden, beispielweise fiir die synchrone
Biomarkierung, Proteintrennung und -detektion,” heteroge-
ne Katalyse®! und multimodale biomedizinische Bildge-
bung.™

Unter den verschiedenen Arten von Nanomaterialien
spielen Goldnanostdbe wegen ihrer aulergewohnlich hohen
Polarisierbarkeit im optischen Frequenzbereich, die von der
Anregung lokalisierter Oberfldchenplasmonenresonanzen
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herriihrt, eine besondere Rolle.>® Zusitzlich weisen Gold-
nanostdbe vielversprechende therapeutische Eigenschaften
als Hyperthermie-Wirkstoffe auf, da die Temperatur um die
Nanostébe ortlich durch die gezielte Anregung der Oberfld-
chenplasmonen nach Bestrahlung mit Infrarotlasern erhoht
werden kann.[! Die Verwendung von Nahinfrarot-Strahlung
bietet dariiber hinaus den Vorteil einer geringen Absorption
und Streuung durch Blut und umgebendes Gewebe, was ein
tieferes Eindringen der Strahlung in den Kérper erméglicht.®!

Magnetische Nanopartikel stellen eine weitere Klasse von
Nanomaterialien dar, die in den vergangenen Jahren erheb-
liches Forschungsinteresse geweckt hat”’! Vor allem aus-
tauschgekoppelte magnetische Nanokomposite wie antifer-
romagnetische/ferromagnetische Kern-Schale-Nanopartikel
(z.B. MnO/Mn;0,) weisen magnetische Eigenschaften auf,
die sich von denen der einzelnen Komponenten stark unter-
scheiden."” Im Bezug auf biomedizinische Anwendungen ist
seit einigen Jahren bekannt, dass sich superparamagnetische
Nanopartikel als Kontrastmittel fiir die Magnetresonanzto-
mographie (MRT) nutzen lassen. Die meisten Nanopartikel,
die in diesem Kontext untersucht wurden, enthalten unter-
schiedliche Eisenoxide (Fe;O,, y-Fe,05), welche die trans-
versale (oder Spin-Spin-) Relaxationszeit T, verkiirzen.!!
Vor kurzem konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass
Manganoxid(MnO)-Nanopartikel zu einer Verkiirzung der
longitudinalen (oder Spin-Gitter-) Relaxationszeit T
fiihren."” Daher wire ein Nanopartikelsystem, das sowohl
eine optisch adressierbare Au-Einheit als auch eine magne-
tisch aktive MnO-Komponente enthilt, fiir eine simultane
optische und MRT-Detektion besonders vorteilhaft.

Obwohl in jiingster Zeit die Entwicklung geeigneter
Oberflichenliganden stark vorangetrieben wurde,™ ist die
spezifische Adressierbarkeit der Oberflache fiir biologische
Anwendungen noch immer ein groBes Hindernis. Daher
bietet ein Nanokomposit mit individuell ansprechbaren Au-
und MnO-Doménen zwei verschiedene Oberfldchen fiir die
selektive Anbindung unterschiedlicher Molekiile, was das
Potenzial fiir Diagnostik und Therapie wesentlich erhoht.!'
AuBlerdem kann die Grofle der jeweiligen Komponente zur
Optimierung der optischen und magnetischen Eigenschaften
variiert werden. Hier berichten wir iiber die Synthese von
Au@MnO-Nanokompositen, die aus superparamagnetischen
MnO-Nanopartikeln und Au-Kristalliten bestehen, sowie
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iiber die separate Funktionalisierung beider Oberfldchen mit
fluoreszierenden Liganden.

Schema 1 zeigt eine funktionalisierte Au@MnO-, Nano-
blume* sowie die selektive Anbindung von Catechol-Anker-
gruppen an die Metalloxid-, Bliitenblétter und einer Thiol-

b)

20 nm

@ Catechol-Ankergruppe
@ Thiol-Ankergruppe
Loo PEG
* * Fluoreszenzfarbstoffe
B Aminogruppen
™~ ODN

Schema 1. a) Separate Funktionalisierung der Au@MnO-,Nanoblu-
men*“ mit einem multifunktionellen Polymerliganden bestehend aus
Catechol-Ankergruppen und NBD-farbstoffmodifizierten PEG g4)-Sei-
tenketten. Der Au-Kern ist mit einem Texasrot-markierten thiolierten
Oligonucleotid funktionalisiert. b) TEM-Aufnahme von polymerumhiill-
ten Au@MnO-Nanoblumen.

Ankergruppe an den Goldkern. In An-
lehnung an die Synthesemethode fiir
Au@Fe,0,-Partikeln von Sun et al.l'
wurden die ,,Nanoblumen“ durch die
Zersetzung von Mangan(II)-acetylaceto-
nat (Mn(acac),) in Diphenylether in Ge-
genwart zuvor gebildeter Au-Nanoparti-
kel als Nucleationskeime hergestellt. Ol-
sdure und Oleylamin wurden als Tenside
verwendet. Die Au-Keime wurden in situ
durch die Zersetzung von Gold(III)-
acetat (Au(OAc);) bei miBiger Tempe-
ratur erhalten (Farbidnderung nach Dun-
kelrot). Die MnO-Dominen bildeten sich
bei hoherer Temperatur durch epitakti-

Angewandte ,

Bildung groBerer MnO-Doménen (sieche die Hintergrundin-
formationen). In jedem Fall bilden sich die MnO-Partikel
durch heterogene Keimbildung auf den Au-Nanopartikeln;
isolierte MnO-Partikel wurden nicht gebildet. Die Phasen-
reinheit des Produkts wurde durch Pulverdiffraktion bestétigt
(sieche Abbildung S1 in den Hintergrundinformationen).

Die magnetischen Eigenschaften der Nanokomposite
wurden untersucht, um den Einfluss des diamagnetischen Au-
Kerns auf die superparamagnetischen MnO-Doméinen beur-
teilen zu konnen. Abbildung 2a zeigt die magnetische Hys-
terese von Au@MnO-Nanoblumen mit 7 nm groen Au-
Kernen und 10 oder 18 nm groflen MnO-Partikeln bei 5 K.
Die Nanokomposite sind superparamagnetisch, allerdings
steigt die Séttigungsmagnetisierung mit zunehmender Grofie
der MnO-Nanopartikel an, wéhrend die Koerzivitdt abnimmt.
Ein wesentlich drastischerer Effekt ergibt sich jedoch bei der
magnetischen Blockungstemperatur 7z Abbildung S2 zeigt
FC-ZFC-Messungen (field cooled/zero field cooled) an
Au@MnO-Nanopartikeln mit der zugehorigen T-Werten. Ty
steigt im Vergleich zu reinen MnO-Nanopartikeln von 15 auf
35 K. Eine Anderung des magnetischen Verhaltens wurde
auch von Sun et al. fiir Au@Fe;O,-Hanteln im Abhéngigkeit
von der GroBe der Fe;O,-Komponente festgestellt.””! Sun
et al. begriindeten dieses Phdnomen mit der thermischen
Bewegung der Nanopartikel und einem Verkanten der
Oberfldchenspins.

Die Wechselwirkung von MnO mit den Au-Nanoparti-
keln fiihrt zu einer Rotverschiebung der Au-Plasmonenreso-
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Abbildung 1. Au@MnO-Nanoblumen, hergestellt mit unterschiedlichen Mn(acac),/Au(OAc);-
Molverhiltnissen: a) 5:1, b) 10:1 und c) 20:1.
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Abbildung 1 zeigt Au@MnO-Nano-
blumen, die mit unterschiedlichen Vor-
stufenverhéltnissen hergestellt wurden.
Eine groBere Menge Mn(acac), fiihrt zur
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Abbildung 2. a) Magnetische Hysterese (bei 5 K) von Au@MnO-Nanoblumen mit unter-
schiedlich grofRen MnO-Partikel. b) UV/Vis-Spektren von Au-Nanopartikeln und Au@MnO-
Nanopartikeln unterschiedlicher Gréfe.
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nanz (Abbildung2b). Reine Au-Nanopartikel mit einer
GroBe von 5-20 nm zeigen eine charakteristische kollektive
Oszillationsfrequenz (die Plasmonenresonanz) im Bereich
von 520-525 nm.["! Die exakte Position des Absorptionsma-
ximums variiert mit der Partikelmorphologie und den Ober-
flichenliganden oder der Oberflichenbeschichtung.®! Die
MnO-Nanopartikel auf den Au-Kristalliten fithren zu einer
signifikanten Verschiebung des Absorptionsmaximums fiir
die 7@10-nm- und 7@18-nm-Au@MnO-Nanopartikel zu 555
bzw. 585 nm. Die Ursache fiir diese Rotverschiebung liegt
darin, dass die MnO-Dominen die effektive lokale dielek-
trische Funktion um die Au-Kerne erhohen. Dieser Effekt
lasst sich mithilfe der klassischen Mie-Theorie, unter Zuhil-
fenahme von Literaturwerten der optischen Konstanten fiir
die Au-Nanopartikel, erkldren, sowie unter der Annahme,
dass sich das lokale dielektrische Feld um die Partikeln als
Linearkombination der dielektrischen Funktionen des Lo-
sungsmittels (Toluol) und der MnO-Partikel darstellen
lasst.'*12] Die experimentellen Ergebnisse bestitigen die
Annahme, dass die Au@MnO-Nanopartikel dank ihrer ma-
gnetischen und optischen Eigenschaften ideale Kandidaten
fiir die multimodale biomedizinische Bildgebung sind.

Im weiteren Verlauf unserer Experimente untersuchten
wir die individuelle Adressierbarkeit beider Oberfldchen.
Zuerst wurden die Tensidmolekiile auf der MnO-Oberfldche
durch ein mehrzidhniges Copolymer ersetzt. Dieses Copoly-
mer enthilt Catechol-Ankergruppen und Poly(ethylengly-
col)-Seitenketten (PEG, M, = 800) mit freien Aminogruppen,
die nicht nur eine ausgezeichnete Wasserloslichkeit und
Biokompatibilitdt gewdhrleisten, sondern auch eine weitere
Funktionalisierung erméoglichen (sieche Schema 1).** Die
freien Aminogruppen wurden anschlieBend, zur Bestétigung
der erfolgreichen Funktionalisierung der MnO-Doménen mit
dem Copolymer, mit dem Fluoreszenzfarbstoff 4-Chlor-7-ni-
trobenzofurazan (NBD) konjugiert (Abbildung S3).

Fiir die selektive Funktionalisierung des Au-Kerns wurde
eine wassrige Losung der mit dem NBD-Polymer modifi-
zierten Au@MnO-Nanopartikel mit einem Texasrot-mar-
kierten thiolierten 24mer-Oligonucleotid inkubiert.” Uber-
schiissige Liganden und Reagentien wurden durch wieder-
holtes Zentrifugieren entfernt. Die Funktionalisierung ist in
Schema 2 illustriert. Auf diese Weise hergestellte Au@MnO-
Nanopartikel waren iiber mehrere Tage in verschiedenen
wissrigen Losungen, einschlieflich entionisiertem Wasser
und Phosphatpuffer, stabil. Zytotoxizitdtsuntersuchungen
von Nanokomposit-Losungen mit der Caki-1-Zelllinie zeig-
ten auch bei hohen Konzentrationen von 140 ygmL™' eine
vernachlédssigbare Toxizitdit der Nanopartikel (Abbil-
dung S5).

Die Nanopartikel wurden unter einem Epifluoreszenz-
mikroskop bei unterschiedlichen Emissionswellenldngen un-
tersucht, um die polymerfunktionalisierten MnO-Doménen
(griine Fluoreszenz) und die Texasrot-modifizierten Au-Par-
tikel (rote Fluoreszenz) zu visualisieren. Die Uberlagerung
der griinen und roten Fluoreszenzsignale in Abbildung 3a—c
stiitzt die Annahme, dass die Nanoblumen nicht nur als effi-
ziente Tréagersubstanzen, sondern auch als optische Sonden
fir den gezielten Wirkstofftransport und die multimodale
Bildgebung genutzt werden konnen.
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Schema 2. Oberflichenfunktionalisierung von Au@MnO-Nanoblumen
mit dem mehrzihnigen Copolymer und anschlieRende Konjugation
mit NBD. Die Au-Domine wurde selektiv mit einem Texasrot-markier-
ten thiolierten Oligonucleotid funktionalisiert. Legende siehe

Schema 1.

Abbildung 3. a) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von NBD-Po-
lymer-funktionalisierten 7@18-nm-Au@MnO-Nanoblumen (griine
Fluoreszenz), b) nach Konjugation mit Texasrot-markiertem thioliertem
Oligonucleotid (rote Fluoreszenz). c) Uberlagertes Bild. d) Echtfarbbild
von fixierten Au@MnO-Nanoblumen unter Dunkelfeldbeleuchtung
(alle Maf3stabsbalken 10 um). e) T;-gewichtete MRT-Aufnahme wissri-
ger Losungen mit unterschiedlichen Konzentrationen an 7@18-nm-
Au@MnO-Nanopartikeln (in mm Mn).

Die optischen Eigenschaften der Au@MnO-Nanopartikel
wurden transmissionsmikroskopisch untersucht (Dunkel-
feldmodus mit einem Kondensor mit hoher numerischer
Apertur und einem 40-fach-Objektiv).”® Die Partikel wurden
dazu mit Hexan auf einer flachen Glaskapillare fixiert. Ab-
bildung 3d zeigt die einzelnen Au@MnO-Nanopartikel als
separate helle Farbpunkte. Die meisten Punkte erscheinen
griingelb mit einer geringen Varianz in Farbe und Intensitit.
Dies zeigt ihre niedrige Polydispersitit. Das Auftreten einiger
weniger roter Punkte deutet auf eine vernachléssigbare Zahl
aggregierter Nanopartikel mit direktem Kontakt der Au-
Kerne hin.
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Die Untersuchung von mehreren Dutzend einzelner
Partikel ergab eine mittlere Resonanzwellenlinge A=
(584 +£9) nm und eine mittlere spektrale Linienbreite I'=
(302 £51) meV (Abbildung S4). Diese Daten stimmen gut
mit den UV-spektroskopischen Ergebnissen iiberein (Abbil-
dung 2b). Da reine Goldpartikel vergleichbarer GroBe (ca.
10 nm) mit diesem experimentellen Aufbau nur sehr schwer
zu detektieren wiren, kann man davon ausgehen, dass die
umgebenden MnO-Dominen das effektive Partikelvolumen
und damit die Amplitude des gestreuten Lichts signifikant
vergroBern. Eine Berechnung im Rahmen der quasistatischen
Niherung®”! ergab fiir eine 10 nm dicke MnO-Schicht (n=
2.16) eine 23-fache VergroBerung des Streuquerschnitts sowie
eine Rotverschiebung der Resonanzwellenlinge um 76 nm
(Abbildung S5).

Mithilfe von MRT wurde die 7)-Relaxivitit an einem
klinischen Ganzkorper-Magnetresonanztomographen be-
stimmt (3.0 Tesla; Magnetom Trio, Siemens Medical Solu-
tions, Erlangen, Deutschland). Hierfiir wurde eine den K-
Raum zentrisch auslesende TurboFLASH-Pulssequenz mit
Séttigungsprédparation (SR) zu verschiedenen Sittigungszei-
ten (77) zwischen 20 und 8000 ms verwendet (weitere Se-
quenzparameter: Repetitionszeit (7y)=3.4ms, Echozeit
(Tg) = 1.5 ms, Flipwinkel =20°). Abbildung 3 e zeigt eine T}-
gewichtete MRT-Aufnahme fiir sieben verschiedene
Au@MnO-Gemische in Wasser. Die Konzentrationen vari-
ierten dabei von 0 bis 42.5 mMm. Die T}-Messungen ergaben fiir
die Au@MnO-Gemische eine Relaxivitit von
0.224 mm 'ms "

Zusammenfassend haben wir eine neue Form von Metall-
Metalloxid-Nanokompositen (Au@MnO) synthetisiert, an
den Oberfldchen modifiziert und charakterisiert. Dank der
individuellen Eigenschaften und der verschiedenen Oberfl-
chen beider Bestandteile konnten unterschiedliche funktio-
nelle Molekiile auf den jeweiligen Komponenten gebunden
werden. Aufgrund ihrer magnetischen und optischen Eigen-
schaften sind diese Nanopartikel fiir eine simultane magne-
tische und optische Detektion in der Biomedizin von gro3em
Interesse. Die Tatsache, dass die Nanokomposite ohne
schnellen Signalverlust in der Lage sind, ein Gewebe sowohl
durch MRT als auch optisch darzustellen, deutet darauf hin,
dass die Partikel zur hoch empfindlichen diagnostischen
Bildgebung genutzt werden konnten. Fiir die Zukunft wére es
interessant, unsere Synthesemethode auf weitere Partikel-
systeme aus anderen Komponenten (z.B. Cu@MnO,
Ag@MnO oder Pt@MnO) auszuweiten und diese Multido-
ménenpartikel als Bausteine fiir hochgeordnete Strukturen zu
verwenden, die aus einer gerichteten Wechselwirkung zwi-
schen den NP-,Bliitenblittern“ resultieren (z.B. lineare
Partikelketten aus zweibldttrigen Nanoblumen). Weitere
Arbeiten zur Anbindung therapeutisch aktiver Molekiile an
die ,,Nanoblumen* fiir den Wirkstofftransport gekoppelt mit
molekularer Bildgebung werden zurzeit durchgefiihrt.
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