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Schlussbericht zu Vorhaben 17PNT025
I. Kurze Darstellung zu

1. Aufgabenstellung

Ziel des BMBF-Projekts DYNAMO (,Dynamik und Struktur magnetischer Nanopartikel in
Polymermatrix an Oberflachen®) war die Untersuchung der Wechselwirkung von magnetischen
Nanopartikeln in Polymermatrix mit biologischen Oberflachen (Zellmembranen) und deren Aufnahme
in die Zelle. Die erhaltenen Ergebnisse sollen zum tieferen Verstéandnis dieser Interaktion im Hinblick
auf den Einsatz in der Medizintechnik beitragen.

Zunéchst sollte die Verkapselung von Magnetitnanopartikeln in einer Polymermatrix und deren
Funktionalisierung durchgefiihrt werden. Diese Verkapselung der Partikel dient dazu, die Umhillung
der Partikel hydrophober zu gestalten als die bisher in kommerziellen Magnetitsuspensionen
eingesetzten Hullen. Dadurch wird gewahrleistet, dass die Hulle nicht abgewaschen wird. Durch
die Wahl der Polymere ist es mdoglich, die vorfunktionalisierte Oberflache weiter zu
funktionalisieren (Endfunktionalisierung) und Proteine anzubinden, die von biomedizinischem
Interesse sind. Die hier fir die Verkapselung vorgesehenen Polymere waren Polystyrol und Poly(L-
Lactid).

Die Beweglichkeit von Nanopartikeln in Loésung wird durch die Anwesenheit einer Oberflache oder
festen Grenzflache beeinflusst, wenn die Abstande zu den Grenzflachen von der GréfRenordnung
der Dimensionen der Partikel sind. Diffusions- und Rotationsverhalten &andern sich hier und
beeinflussen damit die Transporteigenschaften in der Nahe von Oberflachen wie beispielsweise
Zellmembranen.

Diese dynamischen Prozesse kdnnen in einem vor kurzem entwickelten neuen Messverfahren,
der Resonance Enhanced Dynamic Light Scattering (REDLS) verfolgt werden. Zusétzlich kénnen
mittels dynamischer Lichtstreuung bzw. in der depolarisierten dynamischen Lichtstreuung die
Diffusionskoeffizienten von Nanopartikeln in Losung jeweils fur die translatorische und die
rotatorische Diffusion vermessen werden. Die Ergebnisse dieser Methoden lassen sich kombinieren,
um Aussagen Uber mogliche anisotrope Verteilungen der Magnetitpartikel in der Nahe der
Grenzflache bzw. in den Polymer-Nanopartikeln zu treffen.

Parallel zu den dynamischen Untersuchungen erlauben strukturelle Untersuchungen mit dem
Rasterelektronenmikroskop und der Roéntgenreflexion Aussagen Uber die Oberflachenbeschaffenheit
sowie die Schichtdicken der an den Oberflachen sich anlagernden Nanopartikelschichten. Durch
Messungen der Magnetkraftmikroskopie lasst sich die Verteilung der magnetischen Nanopartikel auf
der Oberflache erfassen.

Zusétzlich sollten priméare enterische und spinale Nerven- und Gliazellen Nanopartikeln im
Kulturmedium exponiert werden. In diesem ersten Schritt sollte untersucht werden, ob die Zellen die
Nanopartikel direkt aufnehmen. Dazu sollten die magnetischen Nanopartikel mit einem
fluoreszierenden Farbstoff markiert werden. So kann die Aufnahme direkt und in Echtzeit verfolgt
werden.

Das Projekt befasste sich im Wesentlichen mit den folgenden Arbeitsschwerpunkten:
Herstellung und Verkapselung der Nanopartikel in Polymermatrix und Schichtherstellung (Monolagen)
Dynamische Messungen — Einfluss der Oberflache auf Translation und Rotation und Anlagerung der
Nanopartikel
Messungen der Struktur der Nanopartikel auf Oberflachen und Nachweis der Nanopartikel mit der
Magnetfeldkraftmikroskopie
Untersuchung der Zellaufnahme der Nanopartikel



2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefiihrt wurde

Die Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Hildegard Mébius am Campus Zweibrticken der Fachhochschule
beschaftigt sich seit 2009 mit Forschungs- und Entwicklungsarbeiten im Bereich magnetischer
Nanopartikel in Polymermatrix.

Zunachst Ubernahm die Fachhochschule im BMBF-Projekt HOMAGE (,HOch-performante
MAgnetische GEber mit neuer Hall-Sensorik und Technologie zur pm-genauen perpendikularen
Magnetisierung von Polscheiben®) die physikalische Analyse der magnetischen Materialien und
Komponenten. Ziel des Projektbeitrags war es, physikalische Eigenschaften, Zuverléassigkeit und
Alterung magnetischer Materialien, von Komponenten und von Sensoren (Hall, XMR) zu untersuchen.
Die Ergebnisse flossen unmittelbar in die Entwicklungsarbeiten der Partner ein.

In den beide Projekten, HOMAGE und dem Folgeprojekt DYNAMO, wurde die gleiche
Materialklasse untersucht. Es handelt sich in beiden Projekten um Nanopartikel in Polymer-Matrix.
Im Projekt HOMAGE bestand die Tragermatrix aus NBR (Nitril Butadien Kautschuk). Als
magnetischen  Fuller werden  Hartferrite eingesetzt. Im  Projekt DYNAMO  sollten
Magnetitnanopartikel, die in Polystyrol bzw. PLLA verkapselt sind, untersucht werden.

Das im Rahmen des Vorlauferprojekts HOMAGE aufgebaute magnetischen Priiflabor sowie die am
Standort vorhandenen GroRR3gerdate (REM, AFM, Rontgenreflektometer), die auch im Projekt
HOMAGE zum Einsatz kamen, wurden auch im Projekt DYNAMO zu analytischen Untersuchungen
genutzt.

In den beiden Projekten wurde zwar die gleiche Materialklasse mit den gleichen Analysemethoden
untersucht, aber mit ganz unterschiedlichen Fkragestellungen. Im Projekt HOMAGE sind die
Fragestellungen sehr anwendungsbezogen: Ziel Tjer Untersuchungen der Hochschule war es, das
Verhalten der neuen perpendikular magnetisierten MalRverkérperungen im Vergleich zur
herkdmmlichen longitudinalen Variante unter bestimmten Umwelteinflissen zu spezifizieren und die
jeweiligen Signifikanzen fur das Gebersystem zu identifizieren. Im Projekt DYNAMO ging es um das
prinzipielle Verstandnis der Struktur und Dynamik magnetischer Nanopartikel an Oberflachen und die
Zellaufnahme im Hinblick auf Anwendungen in der Medizintechnik

3. Planung und Ablauf des Vorhabens

Das Projekt wurde in folgende Arbeitspakete unterteilt, die bei den beteiligten Projektpartnern (Angabe
in Klammern) durchgefiihrt wurden:

AP 1 Herstellung Nanopartikel (MPI)
AP 2 Aufbau Magneteinheit (HS/MPI)
AP 3 Messung der Struktur (HS)

AP 4 Messung der Dynamik (MPI)

AP 5 WW Dynamik und Struktur (MPI/HS)
AP 6 Herstellung simulierter Zellmembranen (HS)

AP 7 Préparation Nervenzellen (HS)

Alle Arbeitspakete sowie die gesetzten Meilensteine wurden erfolgreich abgeschlossen.
4. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

e Im Rahmen des Projekts wurde insbesondere Kontakt zum BMBF-Projekt Nanokon
aufgenommen und ein Treffen im Max-Planck-Institut fir Polymerforschung organisiert
(20.08.2012)

e Forschungsaufenthalt von V. Beer im Labor von Prof. Dr. Shin-ichi Yusa, University of
Hyogo, Himeji, Japan(29.11.13-18.1.14)

e Zusammenarbeit mit Universitat Hasselt, Belgien, und INESC-MN, Lissabon, Portugal zum
Aufbau eines thematischen Netzwerks



5. Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknupft wurde

Stand der Technik - Magnetische Nanopartikel in der Medizin

Magnetische  Nanopartikel gewinnen in der Medizintechnik zunehmend an Bedeutung. Die
Einsatzméglichkeiten reichen von der Diagnostik (z.B. Kontrastmittel in der Kernspintomographie,
Mikrocomputertomografie, Magnetic Particle Imaging) bis zur Therapie (z.B. magnetisches Drug Targeting
(MDT), magnetische Hyperthermie (MHT)).

H. Rahn, I. Gomez-Morilla, R. Jurgons, Ch. Alexiou, S. Odenbach, Micro computed tomography analysis of
ferrofluids used for cancer treatment, Journal of Condensed Matter, 2008, 20 (20)

B. Gleich, J. Weizenecker, Tomographic imaging using the nonlinear response of magnetic particles, Nature Vol.
435 -30 (2005)

N.A. Frey, S.P. Peng, K. Chemng, S. Sun, magnetic nanoparticles: synthesis, functionalization, and applications
in bioimaging and magnetic energy storage, Che. Soc. Rev., 2009, 38, 2532-2542

Stand der Technik - Herstellung von magnetischen Polymer Kompaositpartikeln

Magnetische Polymer-Kompositpartikel konnen entweder durch Beschichtung von magnetischen
Nanopartikeln mit einer Polymerschicht oder durch Verkapselung von Eisenoxidpartikeln in einer
Polymermatrix hergestellt werden, wobei verschiedene Syntheseansatze untersucht werden.
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Linassier, P. Dubois, I. Chourpa, Eur. J. Pharm. Biopharm. 2007, 67, 31.

M. Hamoudeh, H. Fessi, J. Colloid Interface Sci. 2006, 300, 584. ; J. Yang, S. B. Park, H. G. Yoon, Y. M.
Huh, S. Haam, Int. J. Pharm. 2006, 324, 185.]

F. Caruso, A. S. Susha, M. Giersig, H. Mohwald, Adv. Mater. 1999, 11, 950.

D. Hoffmann, K. Landfester, M. Antonietti, Magnetohydro- dynamics 2001, 37, 217

L.P. Ramirez, K. Landfester, Macromol. Chem. Phys. 2003, 204, 22.

V. Holzapfel, M. Lorenz, C.K. Weiss, H. Schrezenmeier, K. Landfester, V. Mailander, J. Phys.: Condens. Matter
2006, 18, 2581

Xia, J. H. Hu, C. C. Wang, D. L. Jiang, Small 2007, 3, 1811

Stand der Technik — Resonance Enhanced Dynamic Light Scattering (REDLS)

Moéchte man dynamische Prozesse in dinnen Filmen oder in der Nahe von Grenzflachen
beobachten, kann man seit kurzem auf die neu entwickelten Techniken REDLS (Resonance
Enhanced Dynamic Light Scatteringoder WEDLS (Waveguide Enhanced Daynamic Light Scattering)
zurlUckgreifen. Diese beiden Methoden nutzen resonante Anregungen von Oberflachen-Moden wie
z.B. Oberflachenplasmonpolaritonen bei REDLS oder Wellenleitermoden bzw. deren evaneszenten
Anteile bei WEDLS als anregendes elektrisches Feld fur die dynamische Lichtstreuung aus.

M. A. Plum, W. Steffen, G. Fytas, W. Knoll and B. Menges, Opt. Express 17, 10365 (2009).

Plum, M A, Ri¢ka, J, Butt H-J, and Steffen, W, New J. of Phys., 12, 102022 (2010).

Plum, M.A., Menges, B., Fytas, G., Butt, H.-J.,, and Steffen, W., Rev. Sci., Inst, 82, 015102 (2011);
doi:10.1063/1.3509408.

Plum, M.A., Vianna, S.D.B., Unger, A., Roskamp, R.F., Butt, H.-J., Menges, B. and Steffen, W., Soft Matter, in
press, advanced online publication (2011), DOI: 10.1039/COSM00871K

Stand der Technik — Magnetische Kraftfeldmikroskopie (MFM) an Nanopartikeln

Sowohl die MFM-Messungen an magnetischen Nanopartikeln als auch deren Interpretation stellen
eine technische und wissenschaftliche Herausforderung dar, an der derzeit intensiv gearbeitet wird.
Man steht jedoch erst am Anfang, diese Technologie zum besseren Verstandnis der Zellaufnahme
magnetischer Nanopartikel nutzen zu kénnen.

V. L. Mironov, D.S. Nikitushkin, C. Bins, A.B. Shubin, P.A. Zhdan, IEEE Transactions on Magnetics, Vol 42, No.
11, November 2011

M. Rasa, B.W. M. Kuipers, A.P. Philipse, Journal of Colloid and Interface science 250, 303 -315 (2002)

J. Pacifico, Y.M. van Leeuwen, M. S. Spuch-Calvar, A. Sanchez-Iglesias, L. Rodriguez-Lorenzo, J.Pérez-Juste,
I. Pastoriza-Santos, L.M. Liz-Marzan, Nanotechnology 20 (2009)

Y. Zhang, M. Zhang, M. Ozkan, C. Ozkan, Biotechnl. Prog. Vol, 25, No 4, 2009



Il. Eingehende Darstellung
1. Verwendung der Zuwendung und des erzielten Ergebnisses im Einzelnen
1.1 Herstellung und Verkapselung der Magnetitnanopartikel in Polymermatrix

Die Magnetitnanopartikel, deren Oberflache zur Hydrophobisierung mit Olsaure funktionalisiert ist,
wurden nach einem in der Literatur beschriebenen Féllungsverfahren hergestellt und mittels Pulver-
Rontgendifftraktometrie und thermogravimetrischer Analyse (TGA) charakterisiert (Abbildung 1,
Abbildung 2) [1].
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Abbildung 1. Pulver-Rontgendiffraktogramm der Magnetitnanopartikel.

Die Verkapselung der Magnetitnanopartikel in eine Poly-L-Lactid-Matrix (poly(lactic acid), PLLA)
erfolgte in einer Kombination aus Miniemulsion und Lésungsmittelverdampfung wie in der Literatur
beschrieben [2]. Die hydrophoben Magnetitpartikel wurden gemeinsam mit PLLA in Chloroform gelost.
Diese organische Phase wurde mit einer wassrigen Natriumlaurylsulfatldsung durch Ultraschall
emulgiert. Durch Verdampfung des leicht fliichtigen Chloroforms aus den Oltropfchen der
Miniemulsion wurden PLLA-Nanopartikel erhalten, in denen die Magnetithanopartikel verkapselt
waren. Die Partikel wurden mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS) und TGA charakterisiert.
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Abbildung 2. Thermogravimetriekurven der Magnetit- und Kompositnanopartikel. Die Kompositnano-
partikel enthalten demnach (37.0+0.3) Gew% Magnetit.
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Abbildung 3. Mit DLS bestimmte GréRenverteilung der Kompositnanopartikel.



Herstellung von funktionalisierten PLLA Nanopartikeln mit verbesserter Stabilitéat in
Salzlésungen

Im Rahmen des Projekts wurden PLLA-basierte Nanopartikel mit erhdhter Oberflachenladung und
deshalb verbesserter Stabilitat in Salzlosungen sowie Nanopartikel mit kovalent und somit stabil
gebundener Fluoreszenzmarkierung hergestellt. Hierfir wurde eine Kombination aus Miniemulsion
und Lésungsmittelverdampfung eingesetzt. Im Unterschied dazu wurde in der Miniemulsion aber nicht
nur vorpolymerisiertes PLLA sondern auch ein eigens synthetisiertes, milchsaurebasiertes Copolymer
mit entweder geladenen oder fluoreszierenden Einheiten verwendet. Die Synthese dieses Copolymers
erfolgte in zwei Schritten: Zunachst wurde nach einer publizierten Vorgehensweise ein
Oligomilchsauremolekil mit einer Doppelbindung an einem Ende (HEMA-OLA) in einer
zinnkatalysierten, ringoffnenden Polymerisation synthetisiert [3]. Die Doppelbindung ermdéglicht es,
dieses Oligomilchsauremolekul mit Methacrylsdure (MAA) zu copolymerisieren, um durch die
Carboxylgruppen der Methacryslaure zusétzliche Ladungen in das entstehende Polymer
einzubringen. Alternativ wurde auch ein BODIPY-Farbstoff (B612-MA, synthetisiert von A. Turchatov
nach Nikiforow et al. mit der polymerisierbaren Oligomilchsaure in einer freien radikalischen Reaktion
umgesetzt [4]. Beide Copolymere wurden nach Aufreinigung und Charakterisierung schlief3lich
separat jeweils mit einem Anteil an vorpolymerisierten PLLA in einem Miniemulsion-Losungsmittel-
Verdampfungs-Verfahren zu Nanopartikeln umgesetzt.
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Abbildung 4. Ubersicht uber die verschiedenen Verfahren, um die carboxyl- bzw.
fluoreszenzfunktionalisierten Nanopartikel herzustellen. Abdruck mit freundlicher Genehmigung von
John Wiley and Sons.



Zusatzlich wurden auch Nanopartikel mit erhdhter Oberflachenladung hergestellt, bei denen die
Copolymerisation der Oligomilchsaure und der Methacrylsaure in einem Schritt mit dem Miniemulsion-
Lésungsmittelverdampfungs-Verfahren durchgefiihrt wurde. Sie sind wie die Nanopartikel die aus dem
separat synthetisierten Copolymer synthetisiert wurden, im Vergleich mit unfunktionalisierten PLLA-

Partikeln in Salzlésungen héherer Konzentrationen stabil (Abbildung 5).
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Abbildung 5. Links: Exemplarische  Autokorrelationsfunktionen  bei  verschiedenen
Salzkonzentrationen,gemessen bei einem Streuwinkel von jeweils 90°. Rechts: Diffusionskonstanten
der Nanopartikel bei verschiedenen Salzkonzentrationen. Erste Zeile: Vergleichspartikel ohne
Methacrylsdure. Mittlere Zeile: Carboxylfunktionalisierte Nanopartikel, bei denen die Copolymerisation
und der Miniemulsion-Losungsmittelverdampfungsprozess gleichzeitig durchgefiihrt wurden. Untere
Zeile: Carboxylfunktionalisierte Nanopartikel, bei denen die Copolymerisation und der Miniemulsion-

Lésungsmittelverdampfungsprozess separat durchgefihrt wurden. Abdruck mit freundlicher
Genehmigung von John Wiley and Sons.



Die Stabilitit der Bindung des Farbstoffs an den Nanopartikel wurde mittels
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie gezeigt. Hierflir wurden Autokorrelationsfunktionen direkt nach
der Partikelsynthese und 10 Tage spater gemessen. Diese Kurven sind identisch, insbesondere zeigte
die nach zehn Tagen gemessene keinen zweiten, schnellen Prozess, der auf aus dem Partikel
ausgetretenen Farbstoff hindeuten wiirde (Abbildung 6).
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Abbildung 6. Fluoreszenz-Autokorrelationsfunktionen der farbstoffmarkierten Nanopartikel direkt
(blau) und zehn Tage nach der Herstellung (orange). Abdruck mit freundlicher Genehmigung von John
Wiley and Sons.

1.2 Herstellung von Schichten und insbesondere von Monolagen

Versuche zur Herstellung von Monolagen mittels Langmuir-Blodgett-Technik und Tauchbeschichtung
(Dip Coating) haben (gezeigt, dass die Tauchbeschichtung von Silizium-Substraten
vielversprechendere Ergebnisse als die Langmuir-Blodgett-Technik liefert.

Die mittels Tauchbeschichtung hergestellten Schichten wurden mit der Rasterelektronenmikroskopie
(REM) und der Rasterkraftmikroskopie (AFM) charakterisiert (Abbildung 7, Abbildung 8). Es wurden
Partikeldispersionen mit verschiedenen Feststoffgehalten untersucht (1,2 Gew%, 0,6 Gew%; 0,3
Gew%). In allen Fallen wurden nahezu geschlossene Schichten gebildet.

Abbildung 7. REM-Abbildung einer Schicht aus PLLA-Nanopartikeln (aus 1,2 wtGew%
Partikeldispersion). Zum Schutz des PLLAs vor Schmelzen im Elektronenstrahl wurden 5 nm Platin
aufgesputtert.
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Abbildung 8. AFM-Messung: Topographie einer PLLA-Schicht (1,2 wtGew%).

Es wurden Schichten sowohl mit PS als auch mit PLLA-Partikeln hergestellt. Durch Optimierung der
Parameter konnte die Dicke der Schicht schrittweise reduziert werden bis, wie in
Abbildung 9 zu sehen, eine Flachenbedeckung zustande kam, die einer Monolage entspricht.

‘- N ” - - -
¢ COTRmC, N T AT o

Abbildung 9. Unterschiedliche VergréRerungen einer Uber Dip Coating hergestellten Schicht aus PS-
Partikel mit 500nm/sec gezogen

Herstellung von Polystyrol-basierten Nanopartikeln (Probe: AM-ASS5-PM)

5,85 g Styrol, 0,15 g Acrylsédure, 3 mg Fluoreszenzfarbstoff Perylenmonoimid (PMI), 100 mg Initiator,
V59 und 250 mg Hexadecan werden zusammengemischt. Diese Losung wird mit einer Lésung von 72
mg SDS in 24 g H,O vermischt und 1 Stunde lang magnetisch bei héchster Geschwindigkeit gerihrt.
AnschlieRend wird durch Ultraschall (2 min, 90% Amplitude, 10 mm-Spitze) unter Eiskiihlung bei 0 °C
die Miniemulsion hergestellt und dann bei 72 °C tber Nacht polymerisiert. Die erhaltenen Latexpartikel
werden abfiltriert, Feststoffgehalt und Teilchengréf3e werden gemessen. Die Partikel werden durch
Dialyse uber eine Grof3enausschlussmembran (MWCO 100000 Da) gewaschen, um SDS von der
Oberflache der Teilchen zu entfernen. Es wird solange dialysiert, bis die Leitfahigkeit des
Waschwassers 0 < 3 uS/cm betragt.

10



1.3 Dynamisches Verhalten der Nanopartikel bei Anlagerung an Oberflachen
unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes

Um die Reaktion des dynamischen Verhaltens von Polymernanopartikeln auf ein extern angelegtes
Feld zu untersuchen, wurde ein Messstand fir die plasmonenresonanzverstarkte dynamische
Lichtstreuung (resonance enhanced dynamic light scattering, REDLS) entwickelt, mit dem ein
elektrisches Feld an die Partikeldispersion angelegt werden kann. Dies wird dadurch ermdglicht, dass
sie sich zwischen einer Goldschicht und einer Indium-Zinn-Oxid-Schicht (indium tin oxide, ITO)
befindet, die auf die Kivette aufgebracht wurde (

Abbildung ). Beide Schichten sind Uber Federkontakte mit einem Funktionsgenerator verbunden. Da
der Abstand zwischen den beiden Elektrodenschichten nur 163 um betragt, ist die bendtigte
Probenmenge gering und auch beim Anlegen niedriger Spannungen im Bereich von Zehntelvolt
werden bereits hohe elektrische Feldstarken im kV/m-Bereich erreicht.,

| — 7
— 72

Abbildung 10. Schemazeichnung des Aufbaus fir REDLS-Messungen im elektrischen Feld. Die
Goldschicht (gelbe Linie) unten ist einerseits notwendig fur die Anregung des Oberflachenplasmons,
andererseits dient sie auch als Elektrode und Dichtung. Die blau dargestellte Quartzglaskivette wird
auf sie aufgepresst. Auf die Innenseite der Kivette wurde eine ITO-Schicht aufgebracht, die als
Gegenelektrode dient. Durch das Kontaktieren der Gold- und der ITO-Schicht Gber die Federkontakte
(C) mit einem Funktionsgenerator (FG) kdnnen Wechselspannungen angelegt werden. Ein
Kaptonband (K) dient als Isolation zwischen beiden Elektroden.

Bei der REDLS-Methode wird ein Oberfachenplasmon in einem Metallfilm, in unserem Fall der
Goldschicht, die auch als Elektrode dient, erzeugt. Das Oberflachenplasmon ist eine
elektromagnetische Welle, die entlang der Metall-Proben-Grenzflache propagiert. Das
elektromagnetische  Feld dieser Welle klingt senkrecht zur Goldflache exponentiell ab, die
Eindringtiefe im Falle wéassriger Dispersionen betragt etwa 200 nm. Partikel, die sich innerhalb dieses
evaneszenten Feldes befinden, streuen es. Der vorliegende Aufbau erlaubt die Detektion und
zeitabhangige Korrelation der Intensitat des Streulichts simultan bei vier verschiedenen Winkeln
gleichzeitig (Abbildung 11). Die Kollimatoren, durch die der Detektionswinkel definiert wird, sind auf
einem Goniometer montiert, so dass der Winkel des Ensembles frei gewahlt werden kann. Die
gleichzeitige Detektion bei mehreren Streuwinkeln erlaubt auch Messungen von instabilen oder sich
verandernden Proben, da die fir verschiedene Winkel erhaltenen Informationen jeweils zum gleichen
Zeitpunkt aufgenommen wurden.

Laser Correlator
A=633nm i_J

[ -
e
LT 1T

Abbildung 11. Schemazeichnung des REDLS-Aufbaus. Im durch die rote Linie dargestellten
Strahlengang befinden sich Spiegel (M), Irisblenden (PH), Filter (F), und eine Linse (L) zur Justage,
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Abschwéchung und Fokussierung des Strahls. Uber Kollimatoren (K) wird das Streulicht bei vier
verschiedenen Winkeln gleichzeitig in Lichtwellenleiterfasern eingekoppelt.

Die Autokorrelationsfunktionen, die in REDLS-Messungen bei angelegtem externen Feld gemessen
wurden, unterscheiden sich deutlich von denjenigen, die im feldfreien Fall erhalten wurden. Die im
feldfreien Fall erhaltene Autokorrelationsfunktion kann durch eine gestreckte Exponentialfunktion
beschrieben werden, wobei die Abklingrate direkt mit dem Diffusionskoeffizienten der Partikel
zusammenhangt. Wurde eine Rechteckspannung angelegt, zeigte die Autokorrelationsfunktionen
einen zweiten, periodischen Prozess im Bereich der hdheren Latenzzeiten. Dieser lie3 sich mit einer
gedampften Cosinusfunktion beschreiben, wobei die Abklingrate wiederum durch die Diffusion der
Partikel bestimmt wird. Die Periodizitat rihrt daher, dass lediglich die Partikel, die sich innerhalb des
Probenvolumens, das vom evaneszente elektromagnetische Feld des Oberflachenplasmons
durchdrungen wird, dieses Feld streuen kénnen. Durch das Anlegen eines Wechselfelds senkrecht
zum Goldfilm bewegen sich die Nanopartikel periodisch in dieses Volumen hinein und aus ihm heraus.
Dadurch fluktuiert auch die Intensitat des Streulichts periodisch. Da die Autokorrelationsfunktion einer
periodischen Funktion immer dieselbe Periodizitat wie diese besitzt, spiegelt ihre Frequenz diejenige
der angelegten Wechselspannung wider (Abbildung 12).

T T T T

/ Hz

cos

T T T T

0 1 2
f.o | Hz

Abbildung 12. Frequenz des periodischen Teils der Autokorrelationsfunktion f.,s im Vergleich zur
Frequenz der angelegten Rechteckspannung fac. Die grau eingezeichnete Linie markiert den Fall feos =

fAC .

Neben der Frequenz des langsam abklingenden, periodischen Teils der Autokorrelationsfunktion
hangt auch deren Abklingrate von der Frequenz der angelegten Wechselspannung ab. Dies wurde in
einem Fluoreszenzkorrelationsexperiment gezeigt. Hierbei wurden entsprechend fluoreszenzmarkierte
Nanopartikel, die in Gro3e und Oberflachenladung aquivalent zu den in den Streulichtexperimenten
verwendeten waren, genutzt. Die Detektion von Fluoreszenz anstelle von Streulicht war notwendig, da
in der DLS-Autokorrelationsfunktion bei Frequenzen ab 10 Hz kein periodischer Prozess mehr
beobachtbar ist, vermutlich da er durch den schnellen Prozess uberlagert wird. In den Fluoreszenz-
Autokorrelationsfunktionen ist der schnelle Prozess vollstandig unterdriickt, so dass der periodische
Prozess auch bei hohen Frequenzen der Wechselspannung sichtbar ist. Wie aus Abbildung 13
hervorgeht, steigt die Abklingrate des langsamen Prozesses mit der Frequenz der Wechselspannung.
Das bedeutet, dass die thermisch aktivierte Bewegung der Partikel bei hohen Frequenzen weniger
eingeschrankt ist als bei niedrigen. Dies ist damit zu begriinden, dass bei langeren Perioden in denen
das Feld in die gleiche Richtung zeigt, die Konzentration der Partikel an der Grenzflache hoher ist als
bei geringeren Perioden — Berechnungen ergeben einen Volumenanteil der Nanopartikel von bis zu
0.33 im Vergleich zu einem Volumenanteil von 0.001 bei einer gleichméaRigen Verteilung der
Nanopartikel in der Kivette. Ein derart erhdhter Volumenanteil von Nanopartikeln fuhrt zu einer
verminderten Diffusionsgeschwindigkeit an Grenzflachen, wie Michailidou et al. bereits zeigten [5].
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Abbildung 13. Abklingrate I.,s des langsamen, periodischen Prozesses in Abhédngigkeit von der
Frequenz des angelegten Feldes. Ergebnisse aus REDLS-Messungen sind griin, diejenigen aus
Fluoreszenzkorrelationsmessungen violett dargestelit.

Auch die Amplitude der Wechselspannung hat einen Einfluss auf die Dynamik der Nanopartikel an der
Grenzflache: Abbildung 14 zeigt, dass die Amplitude des langsamen, periodischen Prozesses der
Autokorrelationsfunktion im Vergleich zu deren Gesamtamplitude mit Erhéhung der Frequenz der
Rechteckspannung steigt. Die Amplitude hangt bei einem heterodynen Lichtstreuexperiment, wie es
hier vorliegt, von der Anzahl der Partikel im Streuvolumen ab. Je hdher die Spannung, desto grosser
die Anzahl der vom elektrischen Feld beeinflussten Partikel. Dies ist damit zu begrinden, dass das
Potential nahe der Elektrode exponentiell abféllt. Je hoéher nun das Potential direkt an der
Elektrodengrenzflache ist, desto weiter von ihr entfernt liegt der Punkt, an dem das Potential vorliegt,
das mindestens erforderlich ist, um eine deutlich gerichtete Bewegung der thermisch diffundieren
Partikel hervorzurufen.
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Abbildung 14. Amplitudenanteil des langsamen, periodischen Prozesses A an der
Gesamtamplitude der Autokorrelationsfunktion in Abhangigkeit von der angelegten Spannung.

Im Allgemeinen wurde gezeigt, dass die Manipulation von Nanopartikeln mit externen Feldern, hier
einem elektrischen Feld, méglich ist und diese mit der REDLS-Methode studiert werden kann. Die
vorgestellten Beispiele zeigen einerseits, wie die Partikelbewegung der Ausrichtung des externen
Feldes folgt, andererseits auch wie sich Nanopartikel an einer festen Oberflache konzentrieren, wenn
sie von einem externen Feld dorthin gezwungen werden.

1.4. Dynamik der Nanopartikel bei Anlagerung an Goldoberflache sowie Dynamik bei
Anlagerung an Lipidschichten

Die Dynamik der PLLA-Nanopartikel mit verkapseltem Magnetit im feldfreien Fall wurde mit REDLS
einerseits an einer Goldschicht und andererseits an einer Lipidschicht gemessen. Die Goldschicht
wurde hierfir zuvor mit 11-Mercaptoundecansaure funktionalisiert um eine Anlagerung der
Nanopartikel zu unterbinden. Die Lipidschicht wurde nach der von J. B. Hubbard et al. publizierten
Methode aus einem Alkanthiol und einen Phosphocholin (1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-
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Phosphocholin) hergestellt (Abbildung 15, Abbildung 16) [6]. Die Ausbildung der Hybridmembran
wurde mittels SPR Uberpriift (Abbildungl17).
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Abbildung 15. Strukturformel von 1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin.
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Abbildung 16. Schematische Darstellung der Herstellung der Hybridmembran. Zunachst wird das
Goldsubstrat mit Octadecanthiol funktionalisiert. Dieses hat etwa die gleiche Lange wie DMPC, das im
nachsten Schritt als Vesikel zu der Goldschicht gegeben wird.
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Abbildung 17. Reflektivititskurven der alkanthiol-funktionalisierten Goldschicht. Die VergréRerung
des Bereichs um den Resonanzwinkel des Oberflachenplasmons zeigt, dass sich eine zusétzliche
Schicht auf dem Substrat bildet, die sich auch mit Pufferlésung nicht abwaschen lasst. Ein Fit der
Reflektivitatskurven ergab, dass es sich dabei um eine zusétzlich ca.15 A dicke Schicht mit dem
Brechungsindex einer Lipidmembran hat, was dem erwarteten Wert entspricht [7].

Eine Anlagerung der Nanopartikel an diese Membran wurde mit einer weiteren SPR Messung
Uberpruft (Abbildung 18).
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Abbildung 18. Reflektivitatskurven der Goldschicht mit Hybridmembran in Pufferldsung und in
Partikeldispersion. Die Nanopartikel lagern sich nicht an der Membran an, dies wirde zu einer

starkeren Verschiebung des SPR-Winkels nach rechts fuhren.

Abbildung 19 zeigt zwei exemplarische Autokorrelationsfunktionen, die jeweils bei einem Streuvektor
q=1.87x10"m an der carboxylierten Goldschicht bzw. der Hybridmembran gemessen wurden. Die
Abklingrate der beiden Autokorrelationsfunktionen und damit der Diffusionskoeffizient der Nanopartikel
sind nahezu gleich fur die beiden Grenzflachen. Im Vergleich zur Diffusion der Partikel im freien
Volumen wo ein Diffusionskoeffizient von 4.4x10™ (s m™) gemessen wird, ist sie jedoch mit einem
Diffusionskoeffizienten von 3.1x10™ (s'l-m'z) stark eingeschrankt. Dies ist auf die hydrodynamischen
Wechselwirkungen der Partikel mit der Oberflache zuriickzufihren. Es hat keinen Einfluss auf die
Diffusion der Partikel, ob die Goldschicht negativ geladen ist wie im Fall der Carboxylfunktionalisierung
oder ob sie wie die Lipidschicht elektrisch neutral ist.

1.0+ an carboxylfunkt. Au-Schicht-
O an Hybridmembran
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Abbildung 19. Normierte Autokorrelationsfunktion der Partikeldiffusion an einer negativ
funktionalisierten Goldschicht und der Hybridmembran. Gemessen wurde bei einem Streuwinkel
6=90° bzw. q = 1.87x10" m.

Die Diffusionsgeschwindigkeit der Nanopartikel wird also durch die Anwesenheit einer festen
Grenzflache stark verringert — hierbei spielt die exakte chemische Zusammensetzung der Grenzflache
in den untersuchten Beispielen keine Rolle.

Die in Abschnitt 1.2 beschriebene Arbeit wurde verdffentlicht:

V. Beer, K. Koynov, W. Steffen, K. Landfester, A. Musyanovych, Macromol. Chem. Physics 2015, 216,
1774.
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1.5 Zellaufnahme der Nanopartikel

Die Aufnahme magnetischer Polylaktide-Nanopartikel (PLLA-MNP) in biologische Zellen wurde an
HEK293T Zellen untersucht. Dazu wurden in allen Versuchen 100 pg/ml Nanopartikel eingesetzt, die
nach dem Standardprotokoll gelést wurden. Da mittlerweile in der Literatur gut beschrieben ist, dass
geloste Proteine eine Korona um Nanopartikel (NP) bilden, die eine deutliche Veranderung der NP-
Aufnahme in Zellen bewirkt, wurde in Vorversuchen der Einfluss der FCS-Konzentration im Medium
auf die NP-Aufnahme und -Abgabe untersucht (Abb.20).
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Abbildung 20. Zusammenspiel der PLLA-MNP mit der FCS-Konzentration im Kulturmedium.
A) Abhéangigkeit der Aufnahme in HEK293T Zellen. Mit steigender FCS-Konzentration wird die NP-
Aufnahme in die Zellen schlechter. B) Abhéngigkeit der Abgabe aus den Zellen. Bei ,0% FCS
verbleiben die NPs deutlich langer in den Zellen.

Es besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen der FCS-Konzentration im Medium und der
PLLA-MNP Aufnahme in HEK239 Zellen (1A). Bei einer Konzentration von 3% FCS ist keine
signifikante Verringerung an NPs in den Zellen feststellbar, wohingegen ab 5% die Menge an
intrazellularen NPs mit steigender FCS-Konzentration abnimmt. Eine dazu reziproke Beziehung zeigt
sich in der NP-Ausschleusung aus den Zellen (1B). Wahrend nach 80 Minuten bei 10% FCS im
Medium ungeféhr 90% der NPs aus den Zellen wieder ausgeschleust wurden, sind bei 0-1% FCS
nach 800 Minuten noch ungefahr 40% der aufgenommenen NPs in den Zellen. Aufgrund dieser
Ergebnisse und der Eigenschaft von HEK293T Zellen auch bei geringen FCS-Konzentration im
Zellkulturmedium zu wachsen, haben wir fur die folgenden Versuche die FCS-Konzentration von 10%
auf 1% reduziert.

In den folgenden Versuchsreihen wurden Aufnahme und Lokalisation der PLLA-MNPs in Zellen naher
charakterisiert. Dazu wurde zunéchst die Lokalisation der griin fluoreszierenden NPs mit Hilfe eines
Fluoreszenz Mikroskop mit Apotome-Technik (Zeiss Cell-Observer) in der Regel nach 4 h, 8 h, 24 h
und in einigen Fallen exemplarisch nach 48 h bestimmt. Zur Orientierung und besseren Lokalisation
wurden die Zellmembran mit Wheat germ Agglutinin (WGA, 0,05 mg/ml) rot markiert und die Zellkerne
mit DAPI blau markiert (Abb 21). Um alle physiologischen Prozesse zu stoppen, wurden die Praparate
nach der jeweiligen NP-Inkubationszeit mit 4% Paraformaldehyd fixiert.
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Abbildung 21. Lokalisation der fluoreszierenden PLLA-MNPs (griin) in HEK293 Zellen nach 4h (A,
Al), 8h (B, B1), 24h (C, C1) und 48h (D, D1). Zur besseren Lagebestimmung der NPs wurde der
Zellkern mit DAPI gefarbt (blau) und die Zellmembran mit WGA markiert (rot).

Die reprasentativen Beispiele zeigen deutlich, dass die NPs in die Zellen aufgenommen werden.
Weiterhin ist ein Maximum an griner Fluoreszenz in den Zellen bei 8h zu erkennen, wahrend nach
24h die griune Fluoreszenz der NPs in den Zellen Cluster bildet. Nach 48h ist kaum mehr Grin-
Fluoreszenz feststellbar. Moglicherweise wurden die PLLA-MNPs in den Zellen abgebaut und damit
der Farbstoff denaturiert, oder die NPs wurden aus den Zellen ausgeschleust.
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Nachdem feststand, dass PLLA-MNPs in HEK293T Zellen aufgenommen werden und fir einige
Stunden im Zytoplasma bleiben, wurde der Aufnahme Mechanismus der NPs untersucht. Mittlerweile
ist bekannt, dass NPs Uber verschiedene Endozytosewege in Zellen aufgenommen werden kdnnen.
Wahrend nur eine kleine Gruppe von spezialisierten Zellen (z.B. Makrophagen) tber den Weg der
Makrozytose gréRere Partikel aufnehmen koénnen, sind andere Formen der Endozytose weit
verbreitet. Im Folgenden haben wir daher zwei generelle Blocker fiir diese Wege eingesetzt, die
jedoch an unterschiedlicher Stelle im Endozytoseprozess eingreifen. Der grundsétzliche
Versuchsablauf blieb zu den obigen unveréndert. Die Substanz 5(-N-Ethyl-N-Isopropanol)Amilorid
(150 pM) inhibiert viele verschiedene Transportprozesse uber die Membran. Clopromazin (50 pM)
hingegen behindert die Chlatrin vermittelte Endozytose, indem es die Chlatrin-Lattice Bildung
verhindert und so die endozytotische ,Falle* auf der Zellmembran zerstort. In der Abbildung 22 sind
jeweils reprasentative Ergebnis-Beispiele dargestellt.

Abbildung 22. Einfluss von Endozytose-Hemmer auf die Aufnahme fluoreszierenden PLLA-MNPs
(grtin) in HEK293 Zellen nach 4h (A, Al) und 8h (B, B1). In Spalte A wurde Cloppromazin inkubiert, in
B 5(-N-Ethyl-N-Isopropanol)Amilorid. Zur besseren Lagebestimmung der NPs wurde der Zellkern mit
DAPI gefarbt (blau) und die Zellmembran mit WGA markiert (rot).

Im Vergleich mit den jeweiligen Zeitpunkten aus Abb. 22 ist deutlich zu erkennen, dass Clopromazin
keinen Einfluss auf die Aufnahme der PLLA-MNPs in HEK Zellen hat. Damit kann fur diesen Zelltyp
ein Chlatrin vermittelter Aufnahmeprozess ausgeschlossen werden. Dem gegeniiber hat die Substanz
5(-N-Ethyl-N-Isopropanol)Amilorid einen starken Einfluss auf die NP-Aufnahme. Dieser Einfluss ist
nach 4 h am deutlichsten ausgepragt, was sich darin zeigt, dass die NPs tUberwiegend in Clustern auf
der AulRenseite der Zellmembranen sichtbar sind, wéhrend in den Zellen kaum NPs erkennbar sind.
Nach 8 h Inkubationszeit gleichen sich die Bilder mit und ohne Substanz langsam an. Nach 24 h ist
kein Unterschied zwischen 5(-N-Ethyl-N-Isopropanol)Amilorid behandelten Zellen und unbehandelten
Zellen mehr erkennbar. Dies deutet darauf hin, dass PLLA-MNPs zunéchst an der Zellmembran
adsorbieren, bevor sie in die Zellen aufgenommen werden kénnen. Weitere Versuche mit Endozytose
Modulatoren unterschiedlicher Spezifitdt sind notwendig, um eine genaue Aussage Uber den
zellularen Aufnahmeweg machen zu kénnen.
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1.6 Nachweis der Nanopartikel auf Oberflachen mit der Magnetfeldkraftmikroskopie (MFM)

Experimentelles

Die MFM/AFM-Messungen wurden mit einem AFM (Digital Instruments, Dimension 3100, Nanoscope
Quadrex, Nanoscope llla) mit einer ASYMFM Spitze (Si mit CoCr-Beschichtun, Asylum Research,
Radius 47+/-7 nm; Resonanzfrequenz 67-73 kHz) durchgefuhrt. Fir Vergleichsmessungen wurde eine
unmagnetische AFM-Spitze (AC160TS, Radius 9 +/- 2 nm) eingesetzt. Alle Messungen wurden im
AFM-Tappingmode gefolgt von einer MFM-Messung im dynamischen Lift Mode in Luft durchgefunhrt.

Ergebnisse

Zu Beginn des Projektes vorliegende Publikationen zur Magnetkraftfeldmikroskopie (MFM) an
magnetischen Nanopartikeln [8,9,10,11] zeigen, dass mit MFM-Messungen im Prinzip magnetische
Nanopartikel lokalisiert und charakterisiert werden kénnen. In Bezug auf superparamagnetische
Nanopartikel steht man jedoch erst am Anfang, diese Technologie zum besseren Verstandnis der
Nanopartikel nutzen zu kénnen. Durch Optimierung des Substrates und durch ein neuartiges Mess-
und Auswerteprinzip konnten in diesem Projekt 10 nm gro3e superparamagnetische Partikel im MFM
sichtbar gemacht werden, ohne zusatzliche externe Magnetfelder zu bendétigen.
Theoretische Berechnungen basierend auf Magnetisierungskurven (VSM) der eingesetzten
Nanopartikel und der Dipol-Dipol-Wechselwirkung haben gezeigt, dass unter Idealbedingungen das
Magnetfeld der Spitze ausreicht, das magnetische Moment der superparamagnetischen Partikel
auszurichten und zu stabilisieren. Die theoretisch ermittelte zu erwartende Frequenzverschiebung liegt
am Rande des gerade noch messbaren Bereichs. Um das Messsignal zu verbessern, wurden
folgende Ansatze verfolgt:
e Um die haufig auftretende Uberlagerung elektrostatischer Krafte zu minimieren, wurde der
Einfluss des Substrates auf das MFM-Signal untersucht
¢ Um die magnetische Wechselwirkungskraft zwischen Spitze und Nanopartikel sowie die

raumliche Auflosung zu erhéhen, wurde mit der MFM-Spitze im AFM-Mode (Lifthhe 0 nm)

gemessen. Die dabei auftretende Uberlagerung magnetischer und nicht-magnetischer Kréafte

fuhrte zu Messsignalen, die eindeutig den superparamagnetischen Nanopartikeln zugeordnet

werden konnten.

Minimierung der elektrostatischen Kréfte

In der Literatur findet man immer wieder eine Widerspiegelung der Topografie im MFM-Bild aufgrund
elektrostatischer Effekte [8,12]. Beispielsweise zeigt sich bei in PLLA verkapselten Magnetitpartikeln
auf einem Siliziumsubstrat im MFM-Bild die Oberflachentopografie, wie in Abb. 23 zu sehen. Die
elektrostatischen Kréfte sind offenbar so stark, dass dadurch die schwachen magnetischen Signale
der superparamagnetischen Magnetitpartikel vollstandig tiberdeckt werden.

1.8 deg
1.5

Abbildung 23. a) Topographie einer Siliziumprobe mit in PLLA eingebetteten Magnetitnanopartikeln;
b) MFM-Phasenverschiebung der gleichen Stelle in einer Lifthéhe von 100nm
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Es gibt verschiedene Ansétze, die elektrostatischen Krafte zu unterdriicken. In der Arbeit von T. M.
Nocera /4/ wurde beispielsweise zwischen Spitze und Probe ein elektrisches Gegenfeld angelegt, so
dass auf diese Weise die elektro-statischen Krafte minimiert werden konnten.

In diesem Projekt wurde die elektrostatische Aufladung durch eine gezielte Substratwahl minimiert.
Hierzu wurden verschiedene Materialien und Oberflachen mit einer ASYMFM-Spitze in verschiedenen
Abstanden von der Oberflache (Lifthéhe) vermessen und jeweils eine mittlere Rauhigkeit der
Phasenverschiebung ermittelt (RMS der gemessenen Phasenwerte). Abbildung 24 zeigt die mittlere
Rauhigkeit normiert auf die jeweilige Substratrauhigkeit, die aus der AFM-Messung ermittelt wurde fir
verschiedene Substrate. Die Messwerte wurden mit potentieller Regression gefittet. Da fur die MFM-

Messungen ein Lifth6hen-Bereich zwischen 20 und 100 nm von Interesse ist, zeigt Abb. 25 den
entsprechenden, vergréRerten Ausschnitt aus Abb. 24.
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Abbildung 24. RMS-Rauhigkeit der Phase des MFM-Signals normiert auf die jeweilige

Substratrauhigkeit (RMS des AFM-Topografiesignals) als Funktion der Lifthéhe fiir verschiedene
Substrate. Die gefitteten Kurven wurden mit Hilfe potentieller Regression ermittelt.
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Abbildung 25. Ausschnitt aus Abbildung 24 fir den Lifthéhenbereich von 0 bis 120 nm

Die geringsten Werte der Rauhigkeit wurden hierbei mit einem Cu-Substrat erzielt, das daher fir alle
weiteren MFM-Messungen ausgewahlt wurde.
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Einzelnachweis der 10 nm grof3en superparamagnetischen Nanopartikel

Um einzelne Partikel mit dem MFM nachweisen zu kdnnen, wurden Proben mit sehr hoher
Verdinnung (1:100 in Isopropanol) erzeugt, bei denen sich einzelne Magnetitpartikel (Durchmesser
etwa 10 nm) an der Oberflache anlagern. Zunachst wurden AFM-Messungen mit einer
unmagnetischen Spitze durchgefiihrt (Abbildung 26). Man erkennt deutlich die Nanopartikel auf der
Oberflache in Form heller Flecken in der AFM-Aufnahme bzw. von Erhebungen im Amplitudenbild-Bild
mit einem durchschnittlichen Radius von 40 nm in den Messdaten. Eine Entfaltung mit der GroR3e des
Spitzenradius ergibt eine Partikelgrof3e von etwa 13 nm.
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Abbildung 26. AFM Messung mit unmagnetischer Spitze

Um die Wechselwirkung zwischen Spitze und Nanopartikel zu erhéhen, wurden die MFM-Messungen
nicht wie Ublich mit einer Lifthéhe, sondern im AFM-Tapping-Modus mit einer magnetischen Spitze
durchgefiihrt. Dies fiihrt dazu, dass sich anziehende magnetische Kréfte mit den in einer AFM-
Messungen auftretenden weiteren Kraften Uberlagern und so am Ort der Nanopartikel das
Topografiebild eine scheinbare Vertiefung (Krater) in Abbildung 27 und Abbildung 28 aufweist. Das
AFM-Bild zeigt daher nicht mehr die reale Topografie, sondern ein Messsignal, das die sich
Uberlagernden Kréfte widerspiegelt. Die Nanopartikel erscheinen in diesen Messungen als dunkle
Flecken im AFM-Bild (Abb. 27a) bzw. als Vertiefung (Abb. 27b) im Querschnitt und in der 3D-
Darstellung (Abbildung 28) .Mit Hilfe der MFM-Messungen bei einer Lifthdhe von 50 nm an der
gleichen Stelle (Abbildung 27 b) und c)), konnten die Vertiefungen im Topografiebild eindeutig den
superparamagnetischen Nanopartikeln zugeordnet werden.
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Abbildung 27. 10 nm Magnetit-Partikel auf einem Cu-Substrat
a) Topografie (AFM) und c) Phasenbild (MFM, Lifthéhe: 50 nm; ASYMFM-Spitze) sowie Schnitt durch
¢) durch das Topografiebild (Linie 1 und 2) und d) durch das Phasenbild (Linie 1 und 2)
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Abbildung 28. Topografie (AFM) mit AYSMFM-Spitze (10 nm Magnetitpartikel auf einem Cu-
Substrat).

Es ist gelungen, erstmals ohne &ufReres Feld superparamagnetische 10 nm Nanopartikel auf einem
Substrat ortsaufgelost zu vermessen. Die Methode des Nachweises durch eine Topografiemessung
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mit einer MFM-Spitze und der dadurch sehr viel starkeren magnetischen Wechselwirkung als bei einer
Messung im Liftmode erlaubt es jetzt, die 10 nm grof3en superparamagnetischen Nanopartikel auch
dann nachzuweisen zu kénnen, wenn sie nicht unmittelbar an der Oberflache sitzen. Messungen
verkapselter Nanopartikel und ortsaufgeloste Messungen in Zellen werden dadurch ermdéglicht.
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Der grof3te Anteil des zahlenméaRigen Nachweises sind die Personalkosten fir die drei Doktoranden
sowie die Stellen fur wissenschaftliche Hilfskrafte. Da die bestehende hervorragende messtechnische
Ausstattung der Hochschule und des Max-Planck-Instituts fur Polymerforschung genutzt werden
konnte, fielen an Sachleistungen im wesentlichen Verbrauchsmaterialien an.

3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit,

Die durchgefiihrten Arbeiten erfolgten gemaR der detaillierten Projektplanung im Projektantrag.
Zusétzliche Ressourcen waren zur erfolgreichen Durchfiihrung des Projektes nicht notwendig.

4. Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere der Verwertbarkeit des Ergebnisses im Sinne des
fortgeschriebenen Verwertungsplans

Das Projekt trug wesentlich zu einer Verzahnung der Mikrosystem- und Nanotechnologie und der
Applied Life Sciences am Standort Zweibriicken bei, die sich bereits in weiteren gemeinsamen
Projekten niederschlagt. Durch das Projekt konnte ein internationales Netzwerk erfolgreich beantragt
werden (DAAD). Die Ergebnisse des Projekts flieBen unmittelbar in Vorlesungen ein.

5. Wéhrend der Durchfuhrung des Vorhabens dem ZE bekannt gewordener Fortschritt auf dem
Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen,
Es wurden regelmaRig Literaturrecherchen mit ,Web Of Knowledge sowie ,Google Scholar®

durchgefuhrt.
Fur die geleisteten Forschungsarbeiten besonders relevante Publikationen:

- Mariano Licciardi, Cinzia Scialabba, Calogero Fiorica, Gennara Cavallaro, Giovanni Cassata, and
Gaetano Giammona, Mol. Pharmaceutics 2013, 10, 4397-4407.

- Tanya Nocera, Jun Chen, Christopher B Murray, Gunjan Agarwal, Nanotechnology 23, 2012,
495704- 495712

6. Erfolgte oder geplante Vergffentlichungen des Ergebnisses
Publikationen:

V. Beer, K. Koynov, W. Steffen, K. Landfester, A. Musyanovych, Macromol. Chem. Physics 2015, 216,

1774.
Eine gemeinsame abschlie3ende Publikation ist in Vorbereitung .

23



