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Abstract

Within this thesis nanoscaled, hydrophilic, magnetic polymer hybrid materials
have been synthesized and tested for their use in biomedical application.
Magnetic magnetite nanoparticles were surrounded by polymeric shells compo-
sed of different methacrylates via surface initiated ATRP. Due to the anchoring
of the polymer chains on the particle surface and the high grafting density,
brush-like architectures could be obtained. The thickness of the polymer shell
and therefore the hydrodynamic diameter of the particles was tailorable by the
molare mass of the surface immobilized polymer chains.

For poly(methoxyethyl methacrylate) coated nanoparticles an upper critical di-
spersion behavior was found in methanol, leading to the thermoreversible agglo-
meration of the magnetic brush-particles in the carrier medium below a critical
temperature. In the agglomerated state, the particles can be separated easi-
ly by low magnetic field gradients. The critical temperature was adjusted by
the molare mass of the polymer chains. By copolymerization of methoxyethyl
methacrylate and oligo(ethylene glycol)methyl ether methacrylate magnetic po-
lymer brushes were obtained, showing a lower critical dispersion behavior in
water. The critical temperature for this system is tailorable by the copolymer
composition.

Magnetic carrier for the effective separation of biomedical interesting target
molecules were realized by functionalization of magnetic brush particles with
acitve-ester bindig sites. In model experiments, a high binding capacity for
amino-functional molecules and the facile separation of the nanocarriers we-
re demonstrated.

The immobilization of trypsin on the particle surface led to magnetic biocata-
lysts. In kinetic studies on a model system, the high catalytic activity of the
obtained magnetic trypsin catalysts were shown. Furthermore magnetic polymer
brushes were successfully used for the intrinsic heating of liquids by application
of suitable oscillating magnetic field.

Beside the polymer brush particles magnetic nanoclusters covered by a car-
boxymethyldextrane shell were investigated. The clusters were separated into
different samples acording to their size by fractionated centrifugation. Each ob-
tained size fraction was subsequently investigated by dynamic light scattering

to detect the average hydrodynamic diameter. As a result a linear relationship



between the cluster size and the G force given during centrifugation was found.
Furthermore, in heating experiments it was shown that the nanoclusters could
be used to transform magnetic energy applied by an oscillating magnetic field ef-
fectively in heat energy. Thus the clusters may contribute to basic developments

in the field of hyperthermia.



1 am just a chap who messes around in the lab.“

Frederick Sanger, Konversation mit Max Perutz
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1 Einleitung

Mit Ende des zwanzigsten und Beginn des einundzwanzigsten Jahrhunderts
ist eine facheriibergreifende Forschungsrichtung in vielen akademischen und
industriellen Instituten in den Vordergrund getreten, die als Nanotechnologie
bezeichnet wird. Hinter diesem Begriff verbirgt sich die Technologie, die die
GroBendimension der Nanometer (107%m) betrachtet. Das rasant wachsende
Forschungsinteresse auf diesem Gebiet basiert auf der Tatsache, dass sich durch
Reduktion der Dimension vieler Materialien auf eine Gréfle von 1-100nm die
physikalischen, chemischen und biologischen Eigenschaften z. T. dramatisch
dndern.!! Es konnen so neuartige Materialeigenschaften erzeugt werden, die
sowohl akademisch als auch wirtschaftlich von groflem Interesse sind.

Die Nanotechnologie ist das Resultat der konsequenten Miniaturisierung,
die in den 1970 er Jahren mit der Mikroelektronik begann und die nach der
Mikrosystemtechnik in den 1980 ern und der Biotechnologie in den 1990 ern zu
den groBten Trends in der modernen Forschung zihlt.2 Der Nanotechnologie
wird ein dhnlich grofler Einflul auf Wirtschaft und Gesellschaft vorhergesagt,
wie der der Halbleiter- und Informationstechnologie oder der Zell- und Mole-
kularbiologie. Viele Forscher sind sogar der Ansicht, dass die Nanotechnologie
cine néchste industrielle Revolution auslésen wird. [

Der Beginn der Nanotechnologie wird allgemein auf einen Vortrag des No-
belpreistragers Richard Feynman im Jahr 1959 an der Universitiat Berkeley
datiert.l¥l Feynman skizierte in seinem Vortrag mit dem Titel There s Plenty
of Room at the Bottom die Vision, dass Physiker durch Manipulation einzelner
Atome chemische Substanzen Atom fiir Atom so aufbauen kénnen, wie es
Chemiker vorgeben. Er stellte dartiber hinaus die Frage an sein Auditorium, wie
es moglich gemacht werden konne, die gesamten 24 Bande der Encyclopaedia
Britannica auf einen Stecknadelkopf zu drucken. Zum Zeitpunkt des Vortrages
gab es jedoch kein Werkzeug, um einzelne Atome oder Molekiile abzubilden

oder zu manipulieren. Erst mit der Entwicklung des Rastertunnelmikroskops
(RTM) durch Heinrich Rohrer und Gerd Binnig 1981, 1986 mit dem Nobelpreis
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fiir Physik ausgezeichnet, konnte ein solches Werkzeug erhalten werden.!*

Mit dem RTM war es erstmals moglich, durch Abtasten von Oberfléchen
einzelne Atome sichtbar zu machen und sogar zu manipulieren, wie es Don
Eigler und Erhard Schweizer 1989 demonstrierten.’l Sie erzeugten durch
kontrolliertes Verschieben von Xenonatomen auf einer Nickeloberfliche den
Schriftzug IBM (s. Abb. 1.1). Seit diesem Meilenstein in der Nanotechnologie

Abb. 1.1: IBM Schriftzug erhalten durch Manipulation von 35 Xenonatomen auf
einer Nickeloberfliche; Quelle:www.ibm.com

ist die Entwicklung und Erforschung nanoskaliger Materialien rasant voran
geschritten. Mittlerweile sind groffe Industriezweige, von der Halbleiter- und
Automobilindustrie, bis hin zur Kosmetik- und Lebensmittelindustrie auf die
neuartigen Materialien aufmerksam geworden. In vielen Anwendungen finden
dabei anorganische Nanopartikel ihren Einsatz z.B. als Additive in Lacken,
Farben oder Treibstoffen, als Katalysatoren, als Beschichtungsmaterialen z.B.
fiir Scheiben und als UV-Absorber in Sonnencremes.[¥! Auch in der medizi-
nischen Forschung werden Nanomaterialien und dabei besonders magnetische
Nanopartikel (MNP) als zukunftsweisende Materialien fiir die Entwicklung

neuer Therapie- und Diagnoseverfahren diskutiert.

1.1 MNP und ihr Potenzial fiir Biomedizinische

Anwendungen

Mit der rasanten Entwicklung der Nanotechnologie innerhalb der letzten zwei
Jahrzehnte wurde auch die Synthese, Charakterisierung und Modifikation
von Nanopartikeln vorangetrieben. Damit wurden Materialien zuganglich, die
fir biomedizinische und diagnostische Anwendungen von groflem Interesse

sind.[14]
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Anorganische Nanopartikel koénnen aufgrund ihrer Grofle als Intermediate
zwischen dem molekularen und dem makroskopischen Zustand beschrieben
werden. Sie kombinieren die chemische Zugénglichkeit von Molekiilen in Losung
mit den physikalischen Eigenschaften von Feststoffen und kénnen daher als
Basis fir den Aufbau von nanostrukturierten Materialien mit einstellbaren
physikalischen und chemischen Eigenschaften dienen.1?

Magnetische Nanopartikel (MNP) wurden erstmals 1957 zur in wvitro Dia-
gnostik verwendet und sind seit dem fiir die Forschung von wachsendem
Interesse.['5] Besonders superparamagnetische Nanopartikel werden intensiv
untersucht, da diese praktisch keine magnetische Remanenz aufweisen und nur
in einem externen Magnetfeld eine Magnetisierung zeigen. Durch geeignete
Funktionalisierung der Nanopartikeloberflache kénnen die magnetischen Kerne
fiir verschiedene biomedizinische Anwendung mafigeschneidert werden. Vier
wichtige Anwendungsgebiete in der biomedizinischen Forschung werden in den
folgenden Abschnitten betrachtet.

1.1.1 Magnetische Separation

Das Prinzip der magnetischen Separation basiert auf der Abtrennung von ma-
gnetischen von nicht magnetischen Komponenten aus einer Mischung durch An-
legen eines magnetischen Feldes. Dieses Prinzip wird in industriellen Anwendun-
gen schon lange genutzt, um z.B. Eisenerze anzureichern.'%l Die Nutzung der
magnetischen Separation fiir biologische Systeme ist jedoch schwierig, da die
meisten biologisch interessanten Komponenten, wie z.B. Proteine, nicht magne-
tisch sind. Erst mit der Verwendung von magnetischen Partikeln als Fanger fiir
diese Zielkomponenten in den 1970er Jahren konnte die magnetische Separation

(161 Mittlerweile stellt die Separation mit magnetischen

effektiv genutzt werden.
[Nano- und] Mikropartikeln eine einfache, schnelle und leistungsfahige Aufreini-
gungstechnik dar, um Biomolekiile (Antikorper, Peptide, Nukleinséduren, Enzy-
me) und sogar Zellen, Bakterien und Viren aus komplexen Biologischen Syste-
men (z.B. Blut, Plasma, Zelllysat) zu separieren. Dabei werden sowohl in wvitro
als auch in vivo Anwendungen verfolgt.

Als magnetische Fénger werden magnetische Partikel eingesetzt, die aus su-
perparamagnetischen Nanopartikelkernen (5 nm- 15nm) und einer Polymerhiille

zusammengesetzt sind. Fir die Separation werden iiberwiegend Multikernpar-
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tikel (0,5 ym-10 um) verwendet, bei denen mehrere superparamagnetische Pri-
maéarpartikel in einer Polymermatrix verteilt vorliegen. Dariiber hinaus werden
anorganisch umhiillte Partikel, auf Basis von Metallen (z.B. Au) oder Silica, als
magnetische Fanger eingesetzt.[m

Die Effektivitat der verwendeten magnetischen Partikel fiir Separationsanwen-
dungen hangt von zwei Faktoren ab. Auf der einen Seite sollen die Partikel ein
moglichst hohes magnetisches Moment aufweisen, um mit moglichst kleinen ma-
gnetischen Feldgradienten abgetrennt werden zu kénnen, und auf der anderen
Seite soll eine moglichst grofe Anzahl an Bindungsstellen fiir Zielkomponenten
vorhanden sein. Viele der kommerziell erhaltlichen Partikel zur magnetischen
Separation basieren auf den erwahnten Multikernpartikeln. Diese weisen, auf-
grund der Verteilung vieler Primérpartikel innerhalb einer Polymermatrix, eine
starke Wechselwirkung mit &ufleren Magnetfeldern auf und lassen sich sehr leicht
abtrennen. Andererseits zeigen sie gegeniiber kleineren Nanopartikeln ein klei-
neres Verhéltnis der Oberfliche zum Volumen, was die maximale Anzahl an
Bindungsstellen limitiert. Desweiteren neigen diese Partikel zur schnellen Sedi-
mentation, was das effektive Anbinden von Zielobjekten erschwert.

Dem gegentiber stehen kleinere einzeln umhiillte Partikel; diese haben eine sehr
grofle Oberflache im Verhaltnis zum Volumen, so dass eine hohe effektive Funk-
tionalisierungsdichte ermoglicht wird. Gleichzeitig sedimentieren diese Partikel
sehr viel langsamer ohne magnetisches Feld. Fiir die magnetische Separation
miissen jedoch aufgrund des geringeren magnetischen Momentes hohe Feldgra-
dienten verwendet werden, um die Partikel vom Trigermedium zu trennen. Oft-
mals muss bei der Anwendung ein Kompromiss zwischen der leichten Abtrenn-
barkeit und der Funktionalisierungsdichte eingegangen werden.

Fiir eine effektive magnetische Separation ist neben der Anzahl der Bindungs-
stellen auch ihre chemische Funktionalitét entscheidend. Primére Amine (NH,),
Carbonséuren (COOH) oder Hydroxylgruppen (OH) werden héufig als funktio-
nelle Gruppen in die Polymerhiillen der magnetischen Fanger eingebracht, da
sie auf der einen Seite selbst fiir die Separation genutzt werden koénnen und
auf der anderen Seite mit einfachen chemischen Synthesen (z.B. Amidreakti-
on tuber Aktivester) fiir spezielle Anwendungen funktionalisiert werden konnen.
Im Folgenden wird die Separation von verschiedenen biologischen Spezies naher
betrachtet:
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Separation von Nukleinsauren Die magnetische Isolierung von DNA und
RNA wird auf unterschiedliche Weise erreicht, welche von der Funktionalitat
der Nanopartikeloberfliche abhéngt. Bei Verwendung von silicaumhiillten Par-
tikeln fallt man die DNA oder RNA auf der Partikeloberfléche durch den Einsatz
von Puffern mit hohen Salzkonzentrationen, unter sog. chaotropen Bedingun-
gen, aus.1719 Die Wechselwirkung der Silicapartikeloberfliche mit dem Riick-
grat der DNA fiihrt zu einer ausreichenden Bindungsstirke, um die DNA zu
separieren und zu waschen. Bei COOH-funktionalisierten magnetischen Par-
tikeln werden fiir eine effektive Adsorption von DNA und RNA auf der Parti-
keloberflache Puffersysteme mit Natriumchlorid und Poly(ethylenglykol) (PEG)
verwendet.[2024 Das PEG veréndert die Sekundérstruktur der DNA, so das eine
reversible Bindung an die oberflichengebundenen Sauregruppen moglich wird.
Aminofunktionale magnetische Fanger werden ebenfalls zur Bindung von DNA
eingesetzt.[lo’ 23] Hierbei werden durch geeignete Wahl des pH-Wertes die NH,-
Gruppen protoniert und dadurch positiv geladen. Das leicht negativ geladene
Phosphatriickgrat der DNA/RNA wird elektrostatisch angezogen und gebun-
den. Durch Anderung des pH-Wertes kénnen die Nukleinsiduren anschlieffend
wieder von der Oberflache der Partikel abgelost werden.

Eine selektive Methode zur Separation von DNA und RNA wird durch Bin-
dung von kurzen Oligonukleotiden an die Partikeloberfliche erreicht.[25-27 Auf
diese Weise kann durch Hybridisierung DNA mit einer zum oberflichenimmo-
bilisierten Nukleotid komplementéaren Sequenz gebunden werden. Damit kon-
nen bei bekannter Sequenz gezielt bestimmte Nukleinsduresequenzen aus bio-
logischen Systemen entfernt werden. Fiir eine weitere Variante der selektiven
DNA-Separation wird Streptavidin auf der Oberfliche von magnetischen Par-
tikeln angebunden.[lo} Die Zielnukleinséduren werden mit Biotin modifiziert und
reagieren selektiv unter Komplexbildung mit dem partikelgebundenen Strepta-
vidin. Durch geeignete Bedingungen, wie die Salzkonzentration oder der pH-
Wert, kann nach der magnetischen Aufreinigung die DNA/RNA wieder von
den Partikel abgelost werden und steht dann fiir analytische Methoden, wie der

Polymerasekettenreaktion (PCR), zur Verfiigung.

Separation von Proteinen Zur magnetischen Aufreinigung von Proteinen
werden magnetische Partikel verwendet, die mit Farbstoffliganden, Chelatkom-
plexen von Ubergangsmetallen oder anderen Affinititsliganden funktionalisiert

sind.[13: 28]



1 Einleitung

Als reaktive Farbstoffe werden z.B. Cibachrom Blue F3GA oder Procion Red
an die Oberfliche von magnetischen Partikeln gebunden und koénnen fiir die
Bindung und Aufreinigung von Lysozym, Albumin, Alkoholdehydrogenase und
Lactatdehydrogenase verwendet werden. 10

Chelatkomplexe von Ubergangsmetallen wie Nickel (Ni?*), Eisen (Fe?) oder
Kupfer (Cu?"), immobilisiert auf magnetischen Partikeln, werden benutzt um
histidinmarkierte Proteine oder chelatierende Proteine wie Katalase, Ferritin
oder Cytochrom C zu binden und zu isolieren. Weitere Affinitétsliganden,
auf Basis von oberflichenimmobilisierten Proteinen, sind Strepavidin zur
Bindung von biotinylierten Proteinen oder Protein A oder G zur Separation
von Immunoglubin. Auch Proteininhibitoren werden zur reversiblen Bindung

von Proteinen verwendet.[10; 28]

Separation von Zellen Die magnetische Zellseparation ist eine etablierte Me-
thode in der in vitro Diagnostik, um nicht gesunde Zellen von gesunden Zellen

10,12, 14, 16] Begonders in der Tumortherapie wird als ein vielver-

zu trennen.|
sprechender Ansatz die gezielte Isolierung von Tumorzellen aus der Blutbahn
verfolgt, um so der Metastasenbildung vorzubeugen. 2!

Die magnetische Separation von Zellen ist normalerweise nicht ohne eine magne-
tische Markierung durch z.B. magnetische Nanopartikel moglich. In der Natur
finden sich jedoch zwei Zellsorten, die ein intrinsisches magnetisches Moment
besitzen und somit direkt mit &uleren Magnetfeldern wechselwirken. Rote Blut-
zellen (Erythrocyten) beinhalten eine hohe Konzentration an paramagnetischem
Hémoglobin, und magnetotaktische Bakterien enthalten Magnetit-Nanopartikel,
sog. Magnetosomen. Alle anderen Zellsorten miissen fiir die Separation magne-
tisch modifiziert werden.16!

Allgemein werden zwei Wege beschritten, um lebende Zellen magnetisch zu mar-
kieren. Zum einen werden die Partikel in das innere der Zellen eingeschleust und
zum anderen werden magnetische Nanopartikel an die Oberflache von Zellen ge-
bunden.

Fiir den ersten Weg werden Zellen mit biokompatibel beschichteten Nanopar-
tikeln (s. Abschnitt 1.2) inkubiert. Durch natiirliche Phagocytose der Zellen
werden die Partikel in das Innere der Zellen eingeschleust. AnschlieBend kon-
nen die markierten Zellen magnetisch separiert werden.['2 Uber die Einstellung

der Bedingungen (pH-Wert, Pufferzusammensetzung) wahrend der Inkubation
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kann die selektive Markierung von Tumorzellen erreicht werden.[2% 39 Auch die
verwendete Beschichtung der Nanopartikel spielt dabei eine Rolle.[31: 32

Durch Funktionalisierung der magnetischen Nanopartikel mit Liganden, wie
Transferrin, Albumin oder Insulin, ist es moglich, bei der Aufnahme der Partikel
die rezeptorvermittelte Endocytose auszunutzen.'2 Hierbei werden spezifische
Zellrezeptoren, die auf der Oberfliche der zu markierenden Zellen vorhanden
sind, genutzt, um die Aufnahme der Nanopartikel zu erleichtern. Die oberfla-
chengebundenen Liganden wechselwirken mit den Rezeptoren und ermoglichen
so eine schnelle Aufnahme der Partikel in das Zellinnere. Das Einschleusen ma-
gnetischer Nanopartikel ist nur mit kleinen Nanopartikeln (< 200 nm) moglich,
so dass fiir eine effektive Magnetisierbarkeit und Abtrennbarkeit moglichst viele
Nanopartikel in eine Zelle gebracht werden miissen.

Fiir den zweiten Weg werden magnetische Nanopartikel mit monoclonalen An-
tikorpern funktionalisiert.!*6: 33 Die Antikorper sind speziell auf Antigene, die
an den Zelloberflichen lokalisiert sind, abgestimmt. Die magnetischen Partikel
werden aufgrund der Antikorper-Antigen-Wechselwirkung an die Zelloberflache
gebunden. Diese Bindung ist selektiv und kann sehr effektiv zur Separation von
kranken Zellen aus biologischen Proben genutzt werden. Ein Einschleusen der
Partikel findet nicht statt, da die Endocytose inhibiert ist. Es ist eine Vielzahl
von Antikérpern erfolgreich auf magnetischen Partikeln immobilisiert worden,

was zahlreiche kommerzielle Anwendungen zur Folge hatte.6]

1.1.2 Hyperthermie

Die Hyperthermie ist eine Therapieform in der Medizin, bei der Gewebe kiinst-
lich erwarmt wird. Die Erhohung der Temperatur kann dabei im gesamten
Korper durch Bader oder wiarmende Wickel erfolgen, oder sie wird lokal, nur in
der Region des betroffenen Gewebes angewendet. Die lokale Hyperthermie von
Tumorgeweben hat sich zu einer effektiven Therapieform oder als Ergdnzung
zu klassischen Methoden, wie der Chemotherapie und der Radiotherapie, in der
Behandlung von Krebserkrankungen entwickelt. [34-36]

Das grundséatzliche Ziel der Hyperthermie in der Krebstherapie ist es, das
Tumorgewebe bzw. Tumorzellen irreversibel durch Uberhitzung zu schidigen.
Dabei wird ausgenutzt, dass Tumorzellen, aufgrund des im Tumor nicht
vollstandig ausgebildeten GeféBsystems, anfalliger fiir die Wéarmebehandlung

sind als gesunde Zellen. Man unterscheidet allgemein zwei Strategien bei der
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Uberhitzung von Zellen: 36!

1. Behandlung bei Temperaturen zwischen 42 °C und 45 °C fiir einen Zeitraum
von mehreren Stunden.

2. Thermoapplation: Kurzeitige (Minuten) Uberhitzung des Gewebes auf
Temperaturen von 50 °C.

Um diese Temperaturen lokal zu erreichen werden z.B. Laser, Ultraschall,
Mikrowellen oder implantierte Elektroden, die mit Radiowellen angeregt
werden, verwendet.?¥ Eine Alternative hierzu, die in neuerer Zeit grofle
Aufmerksamkeit erregt hat, stellt der Einsatz magnetischer Nanopartikel dar.
Magnetische Nanopartikel verfiigen iiber die Eigenschaft, magnetische Energie,
die in Form elektromagnetischer Wechselfelder auf sie einwirkt, in Warme
umzuwandeln. Werden MNPs in erkranktes Gewebe injiziert, kann durch
Anlegen eines hochfrequenten magnetischen Feldes geeigneter Feldstarke eine
Erwarmung der Partikel erreicht werden, die zur Zerstorung des Gewebes
ausreicht. Seit 1957 Gilchrist et. al. das Prinzip erstmals zur in vitro Erwér-
mung von Lymphknoten zeigte®, wurden viele Arbeiten auf diesem Gebiet
publiziert,[37’43] und eine erste klinische Studie zur magnetischen Partikel
Hyperthermie wurde durchgefiihrt.[44 45)

Als magnetische Materialien werden vor allem magnetische Eisenoxidpartikel
verwendet, da diese biokompatibel sind. Es kommen sowohl superparamagneti-
sche Eindoménpartikel mit Durchmessern < 15nm, als auch ferromagnetische
Multidoméanpartikel mit Gréflen > 100 nm zum Einsatz. 30

Die Transformation elektromagnetischer Energie in Warme wird fiir magne-
tische Nanopartikel durch Hystereseverluste und Relaxationsprozesse erklart.
Werden magnetische Nanopartikel einem elektomagnetischen Wechselfeld
ausgesetzt, konnen zwei Relaxationsprozesse beobachtet werden. Beim Néel-
schen Prozess orientiert sich das magnetische Moment der MNPs gegen die
Anisotropiebarriere innerhalb des Kristallgitters um, 6! wihrend beim Brown-
schen Mechanismus der gesamte Partikel rotiert, um sich mit dem &ufleren
Magnetfeld auszurichten.*”) Beide Mechanismen sind von der Aktivierungs-
und thermischen Energie abhangig.

Die Energie, die beim Prozess nach Néel aufgewendet werden muss, um
eine Reorientierung des magnetischen Momentes zu erreichen, hangt von der
Anisotropiekonstante K¢y des kristallinen Materials und vom Partikelvolumen

V. ab. Die Relaxationszeit 7y, die daraus fir einen Partikel resultiert, 143t sich
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mit Gleichung 1.1 berechnen.

Keffvc

TN = Toexp| e ] Gl (1.1)
7n . Relaxationszeit nach Néel
0 . 1/ fo; mit fo: Lamour-Frequenz
Kery @ Anisotropiekonstante
kg : Boltzmann-Konstante
T : abs. Temperatur

Bei der Reorientierung des gesamten Partikels durch Rotation nach dem Brown-
schen Relaxationsmechanismus sind die Viskositat des umgebenden Mediums 7
und der hydrodynamische Radius 7, bestimmend fiir die Relaxationszeit (s. Gl.
1.2).

TB = 70 Gl (1.2)

Beide Prozesse treten in realen Systemen auf und bestimmen die Relaxation der
magnetischen Partikel. Der schnellere Prozess dominiert jedoch grundsétzlich

die Remagnetisierung. Fiir die effektive Relaxationszeit 7,75 gilt:

TNTB
= "= Gl. (1.3
Tetf TN + 7B (1.3)

Neben der schon erwéhnten Anisotropie und der Partikelgréfle wird die Wéarme-
erzeugung durch magnetische Nanopartikel in realen Systemen zusétzlich von
der Partikelgroflenverteilung und den adufleren Feldparametern, wie der Feld-
stiarke und der Frequenz, beeinflut.[3% 35 Fiir medizinische Anwendungen hat
sich ein magnetisches Wechselfeld mit einer Frequenz von 400 kHz und einer
Feldstarke von 10 kA-m~"! als schadlos fiir humanes und tierisches Gewebe auch

[36]

bei langerer Exposition gezeigt.'”®) Um das Erwarmungsverhalten magnetischer
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Nanopartikel charakterisieren zu kénnen und um ein Mass fiur die Effektivi-
tat der Wéarmeerzeugung zu haben, wurde die spezifische Heizleistung (SHP)
definiert.34 Die SHP beschreibt die Temperaturinderung des betrachteten Sys-
tems mit der Zeit (d7'/dt), unter Beriicksichtigung der Warmekapazitiat des
Systems ¢, und dem spezifischen Gehalt der eingesetzten MNP [1Fe,0, (s. GL
1.4).

ar
sup = @lar)
HFe304

GL (1.4)

Die SHP wurde fiir verschiedene MNP bestimmt, dabei wurden fir die meis-

1 und

ten synthetischen MNP auf Basis von Magnetit Werte zwischen 40 W-g~
100 W-g~! gefunden. Fiir Cobaltnanopartikel wurden Werte bis zu 770 W-g~!
detektiert. Die bislang effektivsten Nanopartikel zur Wéarmeerzeugung sind je-
doch die in Abschnitt 1.1.1 schon erwdhnten Magnetosomen. Fiir diese bak-

teriell erzeugten Magnetitnanopartikel werden SHP-Werte von 1000 W-g~!

48] Der Grund hierfiir wird in der sehr einheitlichen Gréfenvertei-

gefunden.
lung und einer hohen Anisotropie vermutet. Der grofle Nachteil dieser Partikel
besteht jedoch in der Zuganglichkeit, da die bakterielle Erzeugung nur zu Men-
gen im Milligrammmafstab fiihrt. Dariiber hinaus umbhiillen die Bakterien die
Partikel mit einer Monoschicht aus Phospholipiden und Proteinen, die eine wei-
tere Funktionalisierung erschwert.

Fir die effektive magnetische Hyperthermie ist es wiinschenswert Partikel zu
haben, die an die Heizeigenschaften der Magnetosomen heranreichen, um mit
moglichst wenig Material schon aureichend hohe Temperaturen erreichen zu
konnen. Aus diesem Grund ist es notwendig die stukurellen Vorteile der Ma-
gnetosomen zu verstehen und im Labor durch geeignete Synthesebedingungen

nachzuahmen.

1.1.3 Magnetic Resonance Imaging (MRI)

MRI oder auch Kernresonanztomographie ist ein bildgebendes Diagnoseverfah-
ren, um Gewebe und Organe und deren krankhafte Schédigung sichtbar zu ma-
chen. Das Prinzip dieser Methode basiert auf der NMR-Spektroskopie und wird

im Folgenden kurz erlautert.

10
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Durch Anlegen eines starken statischen Magnetfeldes werden die Drehimpluse
der Atomkerne (meistens Protonen) des betrachteten Gewebes im Magnetfeld
ausgerichtet. Aufgrund der Richtungsquantelung des Kernspins und der unter-
schiedlichen Besetzung der resultierenden Energiezustiande entsteht eine makro-
skopische Magnetisierung M in Richtung des angelegten Magnetfeldes. Durch
Einwirkung eines Hochfrequenzimpulses geeigneter Frequenz auf die ausgerich-
teten Atomkerne kann eine Auslenkung von Mg erreicht werden, die zu einer
Quermagnetisierung fithrt. Die Quermagnetisierung wird als Messsignal detek-
tiert. Ist der Hochfrequenzimplus beendet, findet eine Relaxation von Mg zuriick
zur parallelen Ausrichtung gegeniiber dem aufleren Magnetfeld statt. Die Zeit,
die das System hierfiir benotigt, wird als longitudinale Relaxationszeit 7’1 be-
zeichnet. Gleichzeitig 16st sich die Phasenkohérenz der Quermagnetisierung auf,
was innerhalb der transversalen Relaxationszeit T’y geschieht. Die Quermagne-
tisierung und damit die Intensitdt des Messsignals ist direkt proportional zur
Konzentration der angeregten Atomkerne im untersuchten Gewebe und hangt
ebenfalls von 77 und T ab.[*9 Durch ortsaufgeléste Messungen der Querma-
gnetisierung und ihrer Relaxation erhilt man lokale Signalintensititen, die in
Grauwerte tibersetzt werden und so ein Bild des betrachteten Korperbereichs er-
geben. Ublicherweise werden Schnittbilder der zu untersuchenden Korperregion

aufgenommen (s. Abb. 1.2). Die Kontrastierung der Bilder ergibt sich durch die

Abb. 1.2: MRI-Aufnahme eines menschlichen Kopfes; Copyright © 1996-2008 J.P.
Hornak; Quelle:www.cis.rit.edu/htbooks/mri

unterschiedlichen Relaxationszeiten der verschiedenen Gewebearten. Daneben
ist auch der unterschiedliche Gehalt an Wasserstoff-Atomen in verschiedenen
Geweben (z. B. Muskel, Knochen) fiir den Bildkontrast verantwortlich.*?!

Durch geeignete Kontrastmittel kann man gezielt den Kontrast in inter-
essanten Regionen erhohen. Neben den klassischen Kontarstmitteln basierend

auf Gadolinium-Chelaten werden superparamagnetische Eisenoxidnanopartikel

11
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(SPIO) vermehrt in der in vitro und in vivo Diagnostik eingesetzt.>% 511 SPIO
generieren in einem dufleren Magnetfeld eigene Magnetfelder, die als magneti-
sche Storfelder wirken und direkten Einfluss auf die Relaxationzeiten des Ge-
webes haben. Durch gezielte Markierung des zu untersuchenden oder des um-
gebenden Gewebes kann Einflul auf den Kontrast genommen werden. Gewohn-
lich bewirken SPIO als Kontrastmittel eine Verkiirzung von T'9, was eigentlich
zu einer Verschlechterung der Signalintensitdt und damit auch des Kontrastes
fiihrt."? Diese negative Kontrastierung wird jedoch gezielt genutzt, z.B. um Ge-
webe in der Umgebung eines Tumor kontrastarm abzubilden, und dadurch das
Tumorgewebe im Vergleich besser sichtbar zu machen. In einigen Arbeiten wird
dartiber hinaus eine Verkiirzung von 7'; zur direkten Erhohung des Kontrastes
ausgenutzt.[53’ 54]

SPIO sind aufgrund der Vielzahl an Funktionalisierungsmédglichkeiten fiir un-
terschiedlichste MRI-Untersuchungen geeignet. Sie wurden bereits erfolgreich
zur Abbildung der Leber, des Magen-Darm-Traktes, von Lymphknoten und
Gehirntumoren eingesetzt. Deweiteren werden SPIO zum MRI-basierten Ver-
folgen von magnetisch markierten Zellen (z.B. Makrophagen) oder Molekiilen
verwendet. 49 52, 55]

1.1.4 Wirkstofffreisetzung und Wirkstoffpositionierung

Eine klassische und wirksame Methode der Krebsbehandlung ist die Chemothe-
rapie. Jedoch sind die eingesetzten Chemotherapeutika in den meisten Féllen
relativ unspezifisch und zerstoren neben den Krebs- bzw. Tumorzellen auch ge-
sunde Zellen, was zu unerwiinschten Nebenwirkungen, wie z. B. Haarausfall,
fithrt. Um diese Nebenwirkungen zu minimieren und die Wirkstoffe moglichst
gezielt und lokal einsetzen zu konnen, werden MNP als Trager zur Wirkstoff-
positionierung und -freisetzung untersucht.12 4 49 Hierfiir werden MNP {iber-
wiegend mit Polymerhiillen versehen, die die Moglichkeit bieten, Wirkstoffe re-
versibel einzuschliefen oder zu binden. Diese magnetischen Trager werden dann
in die Blutbahn injiziert und mittels auflerer Magnetfelder in der betroffenen
Region, z. B. einem Tumor, aufkonzentriert. Dann wird durch Anderung des
pH-Wertes, der Osmolaritédt, der Temperatur oder durch enzymatische Akti-

vitat die Wirkstofffreisetzung induziert.['4)

Durch die gezielte Freisetzung des
Wirkstoffes im Bereich der erkrankten Zellen, wird eine systemische Belastung

des Korpers und somit gesunder Zellen minimiert. Ebenso kann die Dosierung

12
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des Wirkstoffs, aufgrund der effektiveren Wirksamkeit, gegeben durch die hohe-
re lokale Wirksoffkonzentration, herabgesetzt werden.

Als magnetische Trager werden ebenso wie fiir die Separation (s. Abschnitt
1.1.1) hauptséachlich Magnetitpartikel unterschiedlicher Groe verwendet. Als
optimal fiir intravenose Injektion haben sich Partikel einer Groflie von 10nm -
100nm herausgestellt.'2 37 Partikel in diesem Gréfenbereich erreichen auch
kleine Kapillargefile und entgehen dem retikuloendothelialen System (RES),
das fiir die Beseitigung von Fremdstoffen verantwortlich ist. Als polymere Hiil-
len werden Polysaccharide und synthetische Polymere verwendet (s. Abschnitt
1.3.1), die mit Carboxygruppen, Biotin, Avidin, Carbodiimiden und anderen
Gruppen funktionalisiert sind.[9%] Dariiber hinaus werden nanopartikelbela-
dene Liposomen als magnetische Trager verwendet.?9-62]

Als Wirkstoffe finden oftmals klassische Zytostatika, wie Doxorubicin, 5-
Fluoruracil, Etoposid, Methotrexat und Paclitaxel Anwendung. Dariiber hinaus
werden Proteine, Peptide oder Nukleinsauren als Therapeutika untersucht.49]
Widder et. al. zeigten 1978 erstmals den Einsatz magnetischer Trager zur in
vitro und in vivo Wirkstoffpositionierung und -freisetzung. 6% 4 AnschlieBend
wurden zahlreiche Arbeiten veroffentlicht, die in Modellversuchen an Tieren wie
Schweinen, 6% 61 Hagen!6769 oder Ratten!™0 72 die erfolgreiche Wirkstofffrei-
setzung und den Tumorriickgang beschreiben. In einer ersten klinischen Stu-
die konnten Liibbe et. al. demonstrieren, dass magnetische Trager beladen mit
Epirubicin durch magnetische Felder zu den Tumoren der Patienten dirigiert
werden konnen, ohne eine damit verbundene Organtoxizitét auszuldsen. 737
Alle 14 betrachteten Patienten vertrugen die Injektion der dispergierten MNP
gut. Obwohl die Ergebnisse der Studie vielversprechend waren, existieren Proble-
me bei der magnetischen Wirkstoffpositionierung und -freisetzung, die schwer-
wiegende Folgen fiir Patienten haben konnen. Diese Folgen sind in jedem Fall
zu vermeiden. Eine der wichtigsten Probleme ist, dass die injizierten Partikel
Geféafle verstopfen und somit Embolien auslosen konnen. Daneben kénnen auf-
grund der groferen Distanzen im Korper die erfolgreichen Tierversuche nicht
ohne weiteres auf den Menschen iibertragen werden. Weiterhin gestaltet sich

Eine Diffusionkontrolle der freigesetzte Wirkstoffe schwierig.[!4

13
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1.2 Besondere Anforderung an MNP in

biologischen Systemen

MNP sind aufgrund ihrer Grofle und Eigenschaften von groflem Interesse fiir
unterschiedlichste biomedizinische Anwendungen (s. Abschnitt 1.1). Um jedoch
in biologischen Systemen eingesetzt werden zu koénnen, miissen die Nanomate-
rialien bestimmte Anforderungen erfiillen, die im folgenden erldutert werden.

Grundlegende Anforderungen, die besonders bei der Synthese und Funktiona-
lisierung der MNP beriicksichtigt werden miissen, sind die Einheitlichkeit und
Reproduzierbarkeit. MNP sollten méglichst einheitliche physikalische, biologi-
sche und chemische Eigenschaften haben, um moglichst gleich mit ihrer Um-
gebung in Wechselwirkung zu treten. Da die Eigenschaften der Nanopartikel
stark von ihrer Grofle abhéngen, ist es wichtig eine monodisperse Groflenver-

137, 38] Monodisperse Partikel haben dariiber

teilung der Partikel anzustreben.
hinaus den Vorteil in Fliissigkeiten eine geringere Neigung zur Agglomeration
zZu zeigen.[m] Es miissen Synthesestrategien verwendet werden, die eine hohe Re-
produzierbarkeit gewahrleisten, denn nur so konnen verlassliche Eigenschaften
fiir biomedizinische Anwendungen erhalten und garantiert werden. Gleichzeitig
ist die Langzeitstabilitat der Nanomaterialien wichtig.

Die Form der MNP spielt ebenfalls eine grofie Rolle fiir ihre Anwendbarkeit. Am
besten geeignet fiir praktische Anwendungen sind spherische Partikel, da die-
se, im Vergleich zu stabformigen oder irregulér geformten Partikeln, die besten
hydrodynamischen Figenschaften in den vorliegenden wassrigen Dispersionen
aufweisen. 10

Fir die magnetischen FEigenschaften wird fiir Separationsanwendungen eine
moglichst hohe Séttigungsmagnetisierung der MNP in &ufleren magnetischen
Feldgradienten gefordert. Aulerdem werden superparamagnetische Nanoparti-
kel bevorzugt, da diese ausserhalb eines magnetischen Feldes keine Magneti-
sierung aufweisen und somit aufgrund der fehlenden magnetischen Anziehung
nicht so stark zur Agglomeration neigen.[!2 52

Um MNP erfolgreich in biologischen Systemen einsetzen zu konnen, diirfen die
verwendeten Materialien, aus denen die Partikel aufgebaut sind, keinen nega-
tiven Einfluss auf das System ausiiben, dass heifit die Materialien miissen bio-
kompatibel sein und nicht toxisch. Dartiber hinaus sollten die Nanomaterialien
bioabbaubar sein. 37> 38]

MNP haben aufgrund ihrer Grofie eine hohe Oberflachenenergie, die aus einem

14
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groBen Verhéltnis der Oberléche zum Partikelvolumen resultiert.*%) Eine hohe
Oberflachenenergie ist jedoch thermodynamisch ungtinstig, so dass die Partikel
bestrebt sind die Energie zu verringern. Das passiert iiberwiegend durch Agglo-
meration, da hierbei groflere Partikel mit einer kleineren effektiven Oberflache
entstehen. Um diesen natiirlichen Prozess zu unterbinden, miissen die Partikel
gegeniiber der Agglomeration stabilisiert werden (s. Abschnitt 1.3). Eine grofie
effektive Oberflache ist Voraussetzung fiir eine hohe Funktionalisierungsdichte
mit aktiven Substanzen (Affinitatsliganden, Wirkstoffen, usw.) und funktionel-
len Gruppen, und damit fiir die Effektivitat der Nanopartikel in biomedizini-
schen Anwendungen.[20: 12

Die in Abschnitt 1.1 beschriebenen Applikationen magnetischer Nanopartikel
werden allgemein in in vivo und in vitro Anwendungen unterteilt, fir die, ne-
ben den bereits erwahnten Anforderungen, spezielle Anforderungen an die MNP

gestellt werden:

in vivo Werden MNP in vivo angewendet, werden sie iiblicherweise in den
Blutkreislauf injiziert. Hierfiir miissen die Nanopartikel stabil dispergiert in
wassrigen Tréagermedien vorliegen. Anschlieffend sollten die Partikel auch im
Blutflu} eine ausreichend hohe Stabiliat gegentiiber Agglomeration zeigen, da
sonst das Risiko von Gefafiverschliissen und Embolien steigt.

Ein Problem bei in vivo Anwendungen ist das Erreichen einer ausreichend
hohen Zirkulationszeit der Nanopartikel innerhalb des Organismus. Denn nur
wenn die Partikel lang genug im Organismus verbleiben, kénnen Ziele, wie
Tumore, von Partikeln erreicht werden. Gewohnlich werden die injizierten
Nanopartikel innerhalb kurzer Zeit mit Komponenten des Blutkreislaufs, z.
B. Plasmaproteinen, umhiillt.["®l Dieser als Opsonisation bezeichnete Prozess
fithrt dazu, dass die Imunabwehr, vor allem das RES, die Partikel wahrnimmt
und mittels Macrophagen der Leber, der Milz und der Lymphknoten aus dem
Blukreislauf entfernt. Um die Zirkulationszeit in der Blutbahn zu erhohen,
werden daher die Nanopartikel mit hydrophilen Hiillen versehen, die die
Opsonisation verhindern und somit die Nanopartikel gegeniiber dem RES
stabilisieren (s. Abschnitt 1.3.1). Die Oberflachenladung der MNP hat ebenfalls
Einfluss auf die Zirkulationszeit der Partikel in der Blutbahn.!49: 52

Fiir den Transport von MNP innerhalb des Korpers und in das zu untersu-
chende Gewebe ist die Partikelgrofle ein entscheidender Faktor. Grofie Partikel
(>200nm) werden von der Milz heraus gefiltert, und kleine Nanopartikel

15
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(<5nm) von den Nieren.'? 371 Partikelgroen zwischen 5nm und 100nm
sind fiir intravenose Injektionen am besten geeignet. Partikel mit einer Grofe
von 50nm-100nm werden innerhalb des Gefafisystems mit dem Blutkreislauf
verteilt, sie konnen die GefaBle jedoch nicht verlassen und bleiben teilweise
an der GefiBwandung haften.”” Um Gewebe ausserhalb der BlutgefiBe
homogen mit Nanopartikeln zu markieren, miissen die Partikel eine Grofie von
5nm-10nm aufweisen, da sie dann in der Lage sind, in die Zellzwischenraume

zu diffundieren.[””)

in vitro Bei in wvitro Anwendungen spielt die Partikelgrofle, ausser fir
die Phagocytose von Zellen (s. Abschnitt 1.1.1), eine untergeordnete Rolle.
Partikel mit Durchmessern von einigen Nanometern bis hin zu Mikrometern
finden hierbei Verwendung fiir Separationszwecke. Viel wichtiger in diesem
Applikationsbereich sind die Sedimentationseigenschaften in Abwesenheit eines
magnetischen Feldes. Die Nanopartikel sollten moglichst stabil gegeniiber
Sedimentation in Tragermedien suspendiert vorliegen, wenn kein &ufleres
Magnetfeld vorhanden ist.8] Dadurch kann eine hochstmégliche Homogenitét
der Nanopartikelverteilung innerhalb des Mediums erreicht werden, was die
Effektivitat von Reaktionen, wie die Anbindung von Zielmolekiilen, erhéht (s.
Abschnitt 1.1.1).

Materialien, die die erwéahnten Anforderungen erfiillen, basieren tiiberwiegend auf
superparamagnetischen Eisenoxidnanopartikeln (SPIO), bestehend aus Magne-
tit oder Maghemit, die mit biokompatiblen synthetischen oder natiirlichen Po-
lymeren umbhiillt sind. Magnetit wird bevorzugt verwendet, da es bei 300 K mit

! im Vergleich zu Maghemit (78 emu-g~!), eine hohere Sattigungs-

[52]

92 emu-g—

magnetisierung aufweist.”?) Die Synthese und Funktionalsierung von SPIO ist

im néchsten Kapitel ndher beschrieben.

1.3 Herstellung und Stabilisierung von hydrophilen
MNP

Zur Herstellung magnetischer Nanopartikel wurden in den letzten Jahrzehnten

zahlreiche Arbeiten veroffentlicht, die eine Vielzahl von Materialien beschreiben.

16



1.3 Herstellung und Stabilisierung von hydrophilen MNP

MNP wurden beispielsweise aus Metallen wie Eisen und Cobalt, Legierungen
wie FePt und CoPt; und spinellartigen Ferromagneten wie MgFe,O,, MnFe,O,
und CoFe,0,, hergestellt.”8! Fiir biomedizinische Anwendungen haben sich
aufgrund ihrer Biokompatibilitdt und -abbaubarkeit vor allem MNP aus Ma-

[79-81] Aus diesem Grund

gnetit Fe;O, und Maghemit y—Fe,O5 durchgesetzt.
wird im Folgenden auf die Darstellung und Funktionalisierung von MNP auf

Basis dieser Eisenoxide eingegangen.

Magnetit Fe;O,, auch Magneteisenstein genannt, gehort zur Stoftklasse der Fer-
rite und kristallisiert als inverser Spinell. Die Sauerstoffanionen bilden eine ku-
bisch dichteste Kugelpackung, in deren Tetraeder- und Oktaederliicken die Ei-
senionen (Fe3t, Fe?T) lokalisiert sind. Die Fe?*-Tonen besetzen ein Achtel der
Tetraederliicken und gleichzeitig mit den Fe?T-Tonen die Hélfte der Oktaeder-
liicken. Durch Ladungsaustausch der Ionen in den Oktaederliicken resultiert die
Leitfahigkeit des Magnetits. Fiir die ferrimagnetischen Eigenschaften des Ma-
gnetits sind die Fe?*-Ionen verantwortlich, da sich die Spins der Fe3*-Tonen
durch antiferromagnetische Kopplung (Superaustausch) kompensieren. 82
Maghemit y—Fe,O4 ist die kubische Modifikation des Eisen(III)-oxids und bil-
det defekte Spinell-Strukturen. Die Kationen sind dabei statistisch auf die sech-
zehn oktaedrischen und acht tetraedrischen Liicken der Spinellstruktur verteilt.
Maghemit ist genau wie Magnetit ferrimagnetisch. 52

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit dieser beiden Eisenoxide konnen sie
leicht ineinander iiberfithrt werden.®2 Diese Tatsache wird bei der Synthese von
Maghemit-Nanopartikeln gezielt ausgenutzt, indem Magnetit-Partikel als Vor-
stufe synthetisiert und dann oxidiert werden. Die Oxidation kann z.B. durch
Dispergieren der Magnetit-Partikel in einem sauren Medium und Zugabe von
Eisen(III)-nitrat erreicht werden.[™!

Fiir Eisenoxid-Nanopartikel sind unterschiedlichste Synthesewege bekannt. Me-
thoden wie Mitféllung, thermische Zersetzung, mizellare Synthese, Hydrother-
malsynthese, Sol-Gel-Reaktion, Laserpyrolyse, Polyol-Methoden und elektroche-
mische Reaktionen sind in der Literatur zu finden. Nachfolgend werden die drei

meist genutzten und am besten untersuchten Synthesewege vorgestellt.[37’ 78]

Mitfallung Die Mitfallung ist eine klassische Methode, um Magnetit-

Nanopartikel darzustellen und findet auch in dieser Dissertation Anwendung.
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Hierbei werden aus einer Eisen(II)- und Eisen(III)-Salzlosung unter Zugabe ei-
ner Base (oder umgekehrt) in einer Inertgasatmosphare Magnetit-Nanokristalle
ausgefallt. Die Reaktionsbedingungen, wie Temperatur, pH-Wert, Ionenstérke
des Mediums und die Art der Eisensalze (z.B. Chloride, Sulfate, Nitrate) so-
wie ihr stochiometrisches Verhéltnis haben Einfluss auf die Form, Groéfie und
Sattigungsmagnetisierung der entstehenden Partikel. Gewohnlich werden Parti-
kelgrofien von 2nm-17nm erhalten. 37> 78]

Bereits 1938 verwendete Elmore erstmals die Mitféllung im alkalischen Medi-
um zur Synthese von Magnetit-Kollioden.®3) Massart und Cabuil entwickel-
ten die Methode weiter, und gelangten in den 1980er Jahren zu einem robus-
ten Verfahren zur reproduzierbaren Herstellung von Magnetit-Nanopartikeln im
Gramm-MaBstab.8% 85 Die relativ einfache Reaktionsfithrung und die grofen
Mengen an magnetischen Nanopartikeln, die durch die Mitfallung erhalten wer-
den koénnen, sind die grofien Vorteile dieser Methode. Ein Nachteil ist jedoch,
dass die anfallenden Partikel eine relativ breite Groéfenverteilung aufweisen.
Eine Strategie, um eine engere Groéfenverteilung zu erhalten, ist die Verwen-
dung organischer Additive (Polymere, Citronensiure, Olsiure) wihrend der
Fallungsreaktion.[6-88] Die Additive wirken als Stabilisatoren auf die Partikel im
Medium (s. Abschnitt1.3.1) und nehmen Einflufl auf das Kristallwachstum und
die Kristallbildung. Eine andere Strategie besteht darin, stabile Dispersionen der
Nanopartikel durch Zugabe von geeigneten Elektrolyten (NaCl, Salpetersaure)

fraktionierend zu fallen, um so groBere Partikel von kleineren zu trennen. 8789

Thermische Zersetzung FEisenoxid-Nanopartikel konnen mit steuerbarer Gro-
Be und Form durch thermische Zersetung von organometallischen Vorstufen und
anschliefender Oxidation erhalten werden. Die resultierenden Partikel sind im
Vergleich zur Mitfallung annadhernd monodispers. Wahrend des Zersetzungspro-
zesses werden Tenside, wie Fettsauren,9% 91 und /oder Hexadecylamin[92] zur
Stabilisierung der entstehenden Nanopartikel eingesetzt. Die Synthese wird ge-
wohnlich in hochsiedenden Losemitteln durchgefiihrt.

Hyeon et al. konnten Eisenpentacarbonyl in einer Mischung aus Octylether und
Olséure bei 100 °C zersetzen.[%] Die entstandenen Eisennanopartikel wurden so-
fort mit Trimethylaminoxid ((CHs3)3NO) zu y—Fe,O3-Nanopartikeln oxidiert.
Die Partikel zeigten Durchmesser von 13 nm.

Werden kationische Metallzentren, wie Eisenacetylacetonat (Fe(acac),), als Vor-

stufe fir die Zersetzung gewahlt kénnen Fe;O,-Nanopartikel direkt erzeugt
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werden. 94 9]

Eine weitere Moglichkeit stellt die Pyrolyse von Eisenfettsauresalzen in Anwe-
senheit der entsprechenden Fettsduren (z. B. Decanséiure, Laurinsdure, Stea-

90] Hierbei werden nahezu mon-

rinséure) in Octadecan oder Tetracosan dar.
odisperse Fe;O, -Nanopartikel erhalten, deren Grofle zwischen 3nm und 50 nm
einstellbar ist. Sowohl die Gréfle als auch die Form kénnen iiber Variation der
Reaktivitat und Konzentration der Eisensalzvorstufe beeinflufit werden.

Eine dhnliche thermische Zersetzung zur Herstellung von Nanopartikeln basiert
auf der in situ Erzeugung eines Eisenoleatkomplexes aus Fe(III)-chlorid und Na-
triumoleat, der anschliefend bei 240 °C bis 320 °C in Losemitteln wie Octylether,
1-Hexadecan oder Trioctylamin zu FesO,-Nanokristallen zersetzt wird.[%]

Die bisher erwahnten Synthesewege der thermischen Zersetzung haben den
Nachteil, dass aufgrund der eingesetzten Tenside hydrophobe Nanopartikel ent-
stehen, die fiir Anwendungen in wassrigen Medien ungeeignet sind. Durch
Liganden- bzw. Tensidaustausch auf der Oberflache der Partikel oder Erzeugung
einer Doppelschicht durch Zugabe eines weiteren Tensids kann dieser Nachteil
jedoch tiberwunden werden. 97

Li et al. konnten mit Hilfe des koordinierenden Losemittels 2-Pyrrolidon
unter RickfluBbedingungen bei 245°C Fe(IlI)-chlorid-Hexahydrat zu Fe;O,-
Nanopartikeln zersetzen und so hydrophile Partikel erhalten.[%1%) Die Grofe
der Partikel kann dabei auf 2nm, 4 nm und 60 nm eingestellt werden. Durch Zu-
gabe von «a, w-Dicarboxypoly(ethylenglykol), als stabiliserendes Agens, konnten

diese Partikel in Wasser stabil dispergiert werden.101]

Reaktion in beschrankten Reaktionsraumen FEine weitere Moglichkeit, eng
verteilte Eisenoxid-Nanopartikel zu erhalten, ist die Reaktion in eingeschrank-
ten Umgebungen. Hierfiir macht man sich mizellare Strukturen, Cyclodextrin,
Proteine und auch Phospholipidmembranen als Nanoreaktoren zur nutze. Die
Nanoreaktoren bilden eine abgeschirmte Umgebung definierter Grofle, in dessen
Inneren die Nanopartikel entstehen.

Das Protein Ferritin ist ein spherisches Protein, das eine innere Kavitat mit ei-
nem Durchmesser von 6 nm aufweist. Meldrum et al. nutzten Ferritin als Prote-
inkéfig, um in der Kavitét Eisen(II)-Salze zu annédhernd monodisperse Maghemit
und Magnetit-Nanopartikel zu oxidieren.'%2 Die enstandenen Partikel waren
spharisch und hatten einen der Kavitat entsprechenden Durchmesser von 6 nm.

In gleicher Weise kann die Kavitat von 7-Cyclodextrin zur Synthese kleiner

19



1 Einleitung

Nanopartikel verwendet werden. Durch basische Hydrolyse von Fe?t-Ionen in
Anwesenheit von y-Cyclodextrin entstehen y—Fey,O3-Nanopartikel mit Durch-
messern von 1,8 nm.[103; 104]

Die Eigenschaft von Tensidmolekiilen, sich zu mizellaren Strukturen zu or-
ganisieren, kann ausgenutzt werden, um wéssrige Nanotropfen unterschiedli-
cher Grofle in organischen Losemitteln zu erzeugen. Innerhalb dieser inversen,
(Wasser-in-Ol) Emulsionen sind die Nanotropfen durch die Tenside von der orga-
nischen Phase getrennt und bilden Nanoreaktoren zur Partikelsynthese, die die
Grofle der entstehenden Nanopartikel limitiert. Erstmals oxidierten Inouye et al.
Fe?*-Salze innerhalb von Mizellen zu y—FeyO5- und Fe;0,-Nanopartikeln.[19%]
Es wurden Partikel erhalten, deren Gréfle durch die Temperatur und die Ten-
sidmenge bestimmt wurden. Seit dem sind viele Arbeiten zur Synthese von Ei-
senoxidpartikeln mittels Mizell- oder Emulsionstechniken veroffentlicht worden,
die zeigen, dass durch Wahl und Konzentration der Tenside, durch Variation
der organischen Phase und der Reaktionsbedingungen eine grofie Vielfalt von
Nanopartikeln moglich ist.[10, 12, 37, 7§]

Nachteile dieser Methode stellen die héufig geringe Ausbeute und die benotigte

groBe Menge an organischem Losemittel dar.["]

1.3.1 Stabilisierung von MNP

MNP zeigen die Tendenz zur Agglomeration. Verantwortlich hierfiir sind van-
der-Waals-Wechselwirkungen, magnetische Wechselwirkungen und induzierte
Dipole. Neben diesen attraktiven Kraften unterliegen die MNP auch repulsiven
Kréften, die durch elektostatische und sterische Abstoflung, die durch Oberfla-
chenmodifikation erreicht wird, verursacht werden.37)

Fir die Stabilisierung von MNP gegen Agglomeration und Sedimentation miis-
sen die repulsiven gegeniiber den attraktiven Kréften tiberwiegen und daher
maximiert werden. Um eine effektive Stabilisierung erreichen zu kénnen wer-
den Funktionalisierungsagenzien eingesetzt, die entweder Oberflachenladungen
erzeugen, die die elektrostatische Abstoflung der Partikel bewirken, oder es wer-
den raumerfiillende Liganden (z. B. Polymere) gewéhlt, die sterisch anspruchs-
voll sind.

Die Oberflachenatome von Eisenoxid-Nanopartikeln konnen als Lewis-Sauren
angesehen werden, die Molekiile koordinieren, die freie Elektronenpaare

haben.3” Dementsprechend werden Wassermolekiile koordiniert, wenn die Par-
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tikel in wassrigen Medien vorliegen. Die Wassermolekiile dissoziieren und hinter-
lassen auf der Nanopartikeloberfliche Hydroxidfunktionen. Die Hydroxidgrup-
pen sind amphoter und konnen daher mit Sauren und Basen reagieren.[®9 Je
nach pH-Wert des umgebenden Mediums entstehen negative oder positive Ober-
flichenladungen. Der isoelektrische Punkt liegt bei pH = 6,8.[106} Neben Wasser-
molekiilen werden vor allem Carboxylate, Phosphate und Sulfate an die Ober-

fliche der Eisenoxid-Nanopartikel gebunden.[m’ 107, 108]

Elektrostatische Stabilisierung Eines der am haufigsten verwendeten Funk-
tionalisierungsreagenzien zur elektrostatischen Stabilisierung von KEisenoxid-
Nanopartikeln ist Citronensiure.87- 109 Die dreiwertige Séure wird je nach
Oberflichenkriimmung und Funktionalisierungsdichte mit einer oder zwei
Carboxy-Funktionen auf der Partikeloberfliche koordiniert. Die dritte Carboxyl-
Gruppe bildet in wassrigen Trégermedien mit geeignetem pH-Wert (pH > 8) eine
negative Ladung aus, die zur Aufladung der Partikeloberfliche und so zur Sta-
bilisierung fiihrt.[7

Citronensaure wird iiberwiegend zur Stabilisierung von Eisenoxid-Nanopartikeln
genutzt, die durch Mitfallung erzeugt wurden. Hierbei wurde festgestellt, dass
die Saure einen signifikanten Einfluss auf die Gréfle und die magnetischen Ei-
genschaften der Nanopartikel hat, wenn die Fallung in Gegenwart von Citro-
nenséure durchgefiihrt wird.[86; 110]

Weitere Reagenzien, die zur elektrostatischen Stabilisierung von MNP

111]

eingesetzt werden, sind Weinséurel , Dimercaptobernsteinséiure[112] oder

Glukonsaure!!13].

Alginat, ein in Braunalgen vorkommendes Polysaccharid mit vielen Carboxyl-
Gruppen, wird als polymerer elektrostatischer Stabilisator eingesetzt. Bei
der Stabilisierung wechselwirken die COOH-Gruppen des Alginats mit der
Eisenoxid-Partikeloberfliche und bilden gleichzeitig im Basischen negative La-
dungen aus. Der resultierende Polyelektrolyt fithrt, aufgrund der vielen im Mo-
lekiil gebundenen Ladungen, zu einer effektiven elektrostatische Stabilisierung
[114-117]

Die elektrostatische Stabilisierung ist sehr stark von Parametern wie der Ionen-
stiarke und dem pH-Wert des Tragermediums abhéngig. Aus diesem Grund ist
ihr Einsatz in komplexen biologischen Systemen wie dem Blut, wo die Anwesen-

heit von Salzen die Oberflachenladung der Partikel und damit ihre Stabilisierung
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[49]

aufheben konnen, nur eingeschrankt moglich.'*” Fiir solche Systeme eignen sich

sterisch stabilsierte MNP besser.

Sterische Stabilisierung Die sterische Stabilisierung von MNP basiert auf
der Funktionalisierung der Nanopartikeloberflache mit langkettigen, sterisch
anspruchsvollen Molekiilen. Hierfiir werden auf der einen Seite oberflichenak-
tive Molekiile, z. B. Tenside, verwendet und auf der anderen Seite kommen

Polymere zum Einsatz.[10: 12, 37, 38, 7§]

Ein klassisches Tensid zur sterischen Stabilisierung von MNP ist die Olsaure. 108l
Diese ungeséttigte Fettsaure wird iiber die Carboxylgruppe auf der Oberflache
der Eisenoxid-Nanopartikel gebunden und bietet mit einer Molekiilgrofie von
achtzehn C-Atomen, bei ausreichend hoher Belegungsdichte, eine sehr gute
sterische Abschirmung der magnetischen Kerne. Verantwortlich hierfiir ist die
cis-Doppelbindung in der Mitte des Molekiils, die zu einem ,Knick* fiihrt. 28]
Olsaure wird entweder wihrend der Partikelsynthese zur Stabilisierung zuge-
setzt, oder anschliefend nach der Partikelbildung. Olsduremodifizierte Partikel
konnen in unpolaren Losemitteln wie Toluol, Hexan oder Hexadecan stabil
dispergiert werden.

Neben anderen Fettsduren wie Ricinolsdure und Dodecansidure wurden auch
Phosphonsauren wie Dodecylphosphonsaure und Hexadecylphosphonsédure zur
sterischen Stabilisierung von Eisenoxid-Nanopartikeln eingesetzt.!108]

Jedoch sind die meist verwendeten langkettigen Kohlenwasserstoffanker hydro-
phob und eignen sich daher nicht fiir die Stabilisierung von MNP in wéssrigen
Systemen.

Hier bieten Polymere eine vielfialtige Auswahl an hydrophilen Strukturen, die
zur Stabilisierung genutzt werden konnen. Polymere konnen grundsatzlich in

natiirliche und synthetische Polymere unterteilt werden.

Natiirliche Polymere Das am haufigsten genutzte natiirliche Polymer fiir die
sterische Stabilisierung von MNP ist das Dextran und seine Modifikationen (z.
B. Carboxymethyldextran (CMD)).[37]

Dextran ist ein Polysaccharid und ist aus a-D-Glucopyranosyl-Einheiten
aufgebaut. Es gibt Dextrane in einer grofien Anzahl von Kettenlingen. Die
Wechselwirkung der Dextranmolekiile mit der Eisenoxid-Nanopartikeloberflache

verlauft iiber die Hydroxid-Gruppen der Zuckermolekiile, wobei angenommen
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wird, dass mehrere Segmente eines Molekiils mit der Partikeloberflache

119 Durch die groBe Anzahl der Hydroxid-Gruppen sind die

interagieren.
entstehenden Bindungen stabil und konnen erst durch Erwérmen tiber 120°C
gebrochen werden. Dextrane werden genau wie die Tenside nach oder in situ
wahrend der Partikelsynthese eingesetzt. Bei der in situ Verwendung wird eine
Reduktion der Partikelgrofie, im Vergleich zu Partikeln, die in Abwesenheit von
Dextran hergestellt wurden, beobachtet.120)

Chitosan gehort genau wie Dextran zu den Zuckern und ist als Polyamino-
saccharid ein natiirlich vorkommendes Biopolymer. Es ist alkalisch, hydrophil,
nicht toxisch, biokompatibel und bioabbaubar. Chitosan ist ein verbreitetes
Material in der Pharmazie, Medizin und Biotechnologie. Es wurde in verschie-

denen Arbeiten bereits zur sterischen Stabilisierung von MNP genutzt.[121-124]

Synthetische Polymere Die sterische Stabilisierung von MNP wurde fiir zahl-
reiche synthetischen Polymermaterialien beschrieben. Diese Arbeiten sind in ver-
schiedenen Ubersichtsartikeln zusammengefasst.[1%> %5 125-127] Die Verwendung
von Polymeren bietet den grofien Vorteil, dass eine Vielfalt von funktionellen
Polymeren bekannt ist, die tiber die reine Stabilisierung der Nanopartikel hinaus
eine manigfaltige Funktionalisierung ermoglicht.

Die Modifizierung der Partikeloberfliche erfolgt auf unterschiedlichen Wegen.
Zum einen konnen vorsynthetisierte Polymere in einem grafting-to Prozess auf
der Oberflache verankert werden, und entweder zur in situ Stabilisierung der
magnetischen Kerne oder von separat synthetisierten Partikeln dienen. Hierfiir

werden Polymere verwendet, die eine oder mehrere funktionelle Gruppen wie

OH, COOH, NH, oder PO(OH)y zur Bindung an die Oberfliche tragen,!!7]
oder die tiber Silane auf der Oberfliche immobilisiert werden.!*28]

Zum anderen ist die Polymerumhillung von MNP durch die Polymerisation
geeigneter Monomere in Anwesenheit der Partikel moglich. Polymerisationsver-
fahren die dabei Anwendung finden sind Suspensions-, Dispersion- und Emulsi-
onspolymerisationen, insbesondere Micro- und Miniemulsionspolymerisationen.
Daritiber hinaus werden oberflacheninitiierte Polymerisationen benutzt. Partikel-
morphologien, die durch die unterschiedlichen Methoden erreicht werden sind
in Abbildung 1.3 gezeigt.!**)

Die Polymerisation initiiert von der Oberflache der Nanopartikel fiihrt zu Po-

lymerbiirstenpartikeln. Fiir diese Form der Polymerisation werden Nanoparti-
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Abb. 1.3: Morphologie von magnetischen Polymernanopartikeln: a) Einkernparti-
kel mit kompakter Polymerhiille; b) Multikernpartikel homogen verteilt
innerhalb einer Polymermatrix; ¢) Nanopartikel auf der Oberfliche ei-
nes Polymerkerns (Erdbeermorphologie), d) Biirstenmorphologiel'% ©2007
WILEY-VCH

kel benotigt, die mit geeigneten Initiatormolekiilen oberflichenfunktionalisiert
sind. Diese konnen tiber Gruppen wie COOH, OH, usw. an die Oberfliche der
Partikel gebunden werden. Dartiber hinaus ist die Immobilisierung von Sila-
nen mit Initiatorfunktionen als monolagige vernetzte Oberflichenbeschichtung
méglich.[mg’ 130]

Fir die oberflicheninitiierte Polymerisation werden viele bekannte Polymeri-
sationsmechanismen angewendet, wie z.B. die freie radikalische Polymerisati-
on (FRP),131-133] die lebende® radikalische Polymerisation (LRP),[134142 die

anionische'43-145] ynd kationische Polymerisation,[l%’ 147]

sowie die ringoffnen-
de (ROP)!M8: 149l und die ringéffnende Metathese-Polymerisation (ROMP). Von
besonders grofiem Interesse sind hierbei die ,lebenden* Mechanismen, da diese
eine hohe Strukturkontrolle der Polymere erméglichen. Fiir diese Dissertation
wurde die oberflacheninitiierte atom transfer radical polymerization (ATRP) als
Methode gewéahlt, die der ,lebenden®“ Radikalik zugeordnet wird.

Fir biomedizinische Anwendungen werden Polymere benotigt, die neben einer
hohen Wasserloslichkeit biokompatibel sein miissen. Das am haufigsten verwen-
dete synthetische Polymer ist Polyethylenglykol.[150: 151]

Polyethylenglykol (PEG) PEG-modifizierte Nanopartikel sind fiir in vivo
Anwendungen sehr gut geeignet, da sie eine hohe Zirkulationszeit im Blut-
kreislauf zeigen.[152] Verantwortlich hierfiir ist die Verringerung der Plasma-
Proteinadsorption aus dem Blut durch die PEG-Ketten, worauthin die Parti-
kel nicht von Makrophagen aufgenommen werden, da sie unsichtbar fiir das
RES sind.[153-156] Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass PEG-umhiillte
Nanopartikel im Vergleich zu unmodifizierten Partikeln besser in Krebszellen
aufgenommen werden.[157]

Weitere Polymere, die eingesetzt werden, sind Polyvinylalkohol (PVA), Polyvi-
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nylpyrrolidon (PVP), Poly(acrylsiure), Poly(methacrylsdure), Polyethylenimin

und Polyethylenoxid-Derivate. 37

1.4 Multifunktionale MNP

Fir einen effektiven Einsatz magnetischer Nanopartikel in biomedizinsche
Anwendungen ist neben den magnetischen Eigenschaften der Nanomaterialien
die Funktionalitat der Partikeloberfliche entscheidend (s. Kapitel 1.1).

Die Einfiithrung von funktionellen Gruppen auf Nanopartikeloberflichen erfolgt
héufig durch funktionale Polymerhiillen. Diese werden entweder mittels funk-
tionaler Monomere aufgebaut, oder die gewiinschten Funktionen werden iiber
polymeranaloge Reaktionen eingefiihrt. Polymeranaloge Reaktionen werden
tiblicherweise fiir Molekiile wie Affinitédtsliganden, Antikorper, Proteinen oder
Nukleinsauren verwendet.

Als Ausgangsmaterial zur polymeranalogen Anbindung solcher Funktionsligan-
den konnen polymerumbhiillte Partikel genutzt werden, die Amino- oder Car-
boxygruppen in der Polymerhiille tragen. Fir die Anbindungsreaktion miissen
carboxy-modifizierte Nanopartikel gewohnlich zunachst aktiviert werden. Hier-
bei stellt die Reaktion von Carboxylgruppen mit N-Hydroxysuccinimid (NHS)
und 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimid (EDC) zu Succimidyl-
Aktivestern, die am meisten genutzte Aktivierungsmethode dar. Nach der
Aktivierung werden die Nanopartikel mit Funktionsliganden umgesetzt, die
neben der einzufithrenden Funktion auch eine oder mehrere Aminogruppen als
Bindungsstellen tragen. Die Amine reagieren mit den Aktivestern zu Amiden
und fixieren so die Funktionsliganden irreversibel auf den Nanopartikeln. Die
Anbindung von funktionalen Molekiilen an amino-funktionale Partikel wird
analog durchgefiihrt, nur dass hierbei die Funktionsliganden Succinimidylester-
gruppen als Bindungsstelle tragen.

Durch hochfunktionale Polymerhiillen kann eine Vielzahl an modifizierten MNP
fiir unterschiedliche Anwendungen generiert werden. Besonders interessant
sind multifunktionale MNP, die eine Kombination verschiedener Funktionen
auf einer Partikeloberfliche aufweisen und so gleichzeitig fiir unterschiedliche
Aufgaben in z. B. komplexen biologischen Systemen genutzt werden konnen.
Im Folgenden werden an ausgewéahlten Beispielen solche multifunktionalen
Nanopartikel vorgestellt.

Ein Beispiel fur multifunktionale MNP préasentieren Lee et al. in ihrer
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Arbeit.[158] Sie kombinieren vier unterschiedliche Funktionen mit Manganferrit-
Nanopartikeln (MnFe,O,) und erhalten so Materialien, die simultan zur
Wirkstoftfreisetzung und zur multimodalen Bildgebung eingesetzt werden
konnen.

Als MNP dienen eng verteilte (MnFe,O,)-Nanopartikel mit einem mittleren
Durchmesser von 15 nm. Diese werden so modifiziert, dass zwei Funktionsligan-
den tiiber Disulfidbriicken auf der Partikeloberfliche fixiert werden kénnen. Der
erste Ligand (PEG-RGD) ist aus einem PEG-Derivat (Myy=3400 g-mol~1!)
und einem cyclischen Peptid mit der Sequenz Arginin-Glycin-Aspartat (Arg-
Gly-Asp) (RGD) zusammengesetzt. Den zweiten Liganden bildet eine small
interfering RNA (siRNA), die zusétzlich mit einem Fluoreszenzfarbstoff (Cyb)
modifiziert ist. Der Funktionsligand PEG-RGD dient durch die PEG-Einheit
zum einen der Stabilisierung der Nanopartikel in der biologischen Umgebung,
und zum anderen bindet das Peptid RGD spezifisch an einen Rezeptor
(P integrin), der in metastatischen Tumorzellen und Tumroendothelzellen
iiberexpremiert wird und fiir die rezeptorvermittelte Endocytose zusténdig
ist. Damit kénnen die Partikel spezifisch in Tumorzellen eingeschleust werden
(s. Abb. 1.4). Der zweite Funktionsligand (siGFP-Cy5) ist mit einer siRNA
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Abb. 1.4: Schematische Darstellung der spezifischen Aufnahme von multifunktiona-
len MNP von Lee et al. in Zellen und die Freisetzung und Wirkung von
siRNA auf die Proteinexpression!!*8!, ©2009 WILEY-VCH

(siGFP) ausgestattet. siRNA-Molekiile sind in der Lage spezifisch die Ex-
pression von Genen bzw. Proteinen zu minimieren, was fiir die Behandlung
von Erbkrankheiten intensiv untersucht wird.[!59-161 T Fall des siGFP wird
die Expression des Griinfluoreszierenden Proteins (GFP) inhibiert, was als
Modellsystem genutzt wird, um die Wirksamkeit der siRNA nachzuweisen.
An das siGFP-Molekiil ist zusitzlich ein Fluoreszenzfarbstoff (C5y) gekoppelt.
Dieser macht die Abbildung und Lokalisierung der multifunktionalen MNP

innerhalb von Zellen durch Konfokale Laserscanningmikroskopie moglich.
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Lee et al. demonstrieren, dass ihre multifunktionalen MNP genutzt werden
konnen, um selektiv Zellen zu makieren, spezifisch die Proteinexpression zu
inhibieren und gleichzeitig die Nanopartikel im Zellinneren mit bildgebenden
Verfahren zu verfolgen.

Durch die Funktionalisierung von MNP mit einem Fluoreszenzfarbstoff und
einem Peptid erhalten Kelly et al. Nanomaterialien zur selektiven Verfolgung
und Abbildung von Prostatakarzinomen.02 In ihrer Arbeit wird ein Peptid
identifiziert, das selektiv und mit hoher Affinitdt an Hepsin (HPN) bindet.
Hepsin ist ein Oberflachenprotein, dass in Prostatakrebszellen tiberexpremiert
wird und nur in sehr geringen Konzentrationen auf gesunden Prostatazellen zu
finden ist. Dem entsprechend dient Hepsin als Biomarker fiir die Anbindung von
fluoreszierenden MNP. In Zellexperimenten und in einem in vivo Tierversuch
wird die selektive Bindung der peptidfunktionalisierten Nanopartikel demons-
triert. Die multifunktionalen MNP werden spezifisch an die HPN-Biomarker
der Prostatazellen gebunden, und ermdglichen iiber den Fluoreszenzfarbstoff
Tumore durch fluoreszenzvermittelte Tomographie zu identifizieren und zu
lokalisieren.

Ein Ansatz zur Funktionalisierung von MNP, der neben der Verwendung
funktioneller Molekiilgruppen, immer mehr in den Vordergrund tritt, ist die
Verwendung von stimuliresponsiven Polymerhiillen. Besonders thermorespon-
sive Polymere finden hierbei Anwendung. Die Arbeitsgruppe um Rinaldi
préasentiert in ihrer Arbeit copolymerumhiillte Magnetit-Nanopartikel, die so-
wohl ein kritisches Losungsverhalten in Wasser zeigen, als auch fluoreszieren.163)
Zur Realisierung dieses Systems wurden durch Mitféllung erzeugte Fe;O,-
Nanopartikel mit Copolymeren, bestehend aus N-isopropylacrylamid (NIPAAm)
und einem fluoreszenz-modifizierten Acrylamid (FMA), durch freiradikalische
Dispersionspolymerisation eingekapselt. Poly(NIPAAm) weist in wéassriger
Losung eine untere kritische Losungtemperatur (lower critical solution tem-
perature, LCST) von 32 °C auf, bei der die Polymere von einem hydrophilen
solvatisierten Zustand in einen hydrophoben kollabierten Zustand iibergehen.
Dieses Verhalten wird ausgenutzt, um eine Groflendnderung der erzeugten
Kern-Schale-Partikel thermisch zu induzieren. Mittels Dynamischer Lichtstreu-
ung (DLS) wird nachgewiesen, dass sich der hydrodynamische Durchmesser dj,
von 100nm auf 50nm im Bereich der Ubergangstemperatur von PNIPAAm
verringert. Die Fluoreszenz der magnetischen Nanopartikel in Dispersion steigt

hingegen signifikant mit der Temperatur an. Die duale Antwort der Partikel auf
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1 Einleitung

Temperaturanderung ist fiir die lokalisierte Wirkstofffreisetzung von Interesse.
Ohnishi et al. stellen ebenfalls thermoresponsive MNP dar und nutzten
diese zur selektiven Separation von Zellen und Biomolekiilen.'%4 In einer
dreistufigen Synthese werden Magnetit-Nanopartikel, die durch Mitfallung
erhalten wurden, mittels radikalischer Polymerisation mit einem Copolymer aus
N-Acryloylglycinamid (NAGAM) und einem Biotinmonomer N-(3-biotinamid-
propyl)methacrylat (NBPMA) umhiillt. Das Copolymer zeigt eine obere
kritische Losungstemperatur (upper critical solution temperature, UCST)
von 18°C in phosphathaltigen Salzpuffern. Dieses hat zur Folge, dass die
Nanopartikel oberhalb von 18°C, aufgrund der guten Loslichkeit der Copo-
lymerhiille, stabil dispergiert im Triagermedium vorliegen. Bei Temperaturen
< 18°C agglomerieren und sedimentieren die Partikel, da die Polymerhiillen
im Tragermedium unloslich werden. Dieses Verhalten wird fiir Sepperationsan-
wendungen ausgenutzt. Die Biotinkomponente ermoglicht dartiber hinaus die
Funktionalisierung der Nanopartikel mit Avidin, das zur selektiven Bindung
von biotinylierten Zielkomponenten genutzt wird. Die dargestellten thermore-
sponsiven MNP tragen den Namen Therma-Max und werden von der Firma
Magnabeat Inc. vertrieben. Magnabeat Inc. bietet auch Nanopartikel auf Basis
von LCST-Polymeren an, die von Fukuda et al. zur einfachen und schnellen

Selektion von Hefezellen genutzt wurden.16%)
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2 Aufgabenstellung

Ziel dieser Arbeit ist die Darstellung hydrophiler magnetischer Polymerhybrid-
materialien und deren Einsatz in biomedizinischen Anwendungen. Es sollen ma-
gnetische Fanger fiir Separationsanwendungen entwickelt werden, die eine hohe
Bindekapazitit fiir Zielkomponenten aufweisen und sich mit kleinen magneti-
schen Feldgradienten abtrennen lassen. Desweiteren sollen magnetische Bioka-
talysatoren auf Basis eines Proteins dargestellt werden.

Die Hybridsysteme sollen eine Kern-Schale-Struktur aufweisen, wobei der Kern
aus einem magnetischen Magnetit-Nanopartikel gebildet und die Schale aus ei-
ner funktionellen hydrophilen Polymerhiille aufgebaut werden soll.

Die Polymerhiillen sollen auf eine definierte Weise an die Nanopartikeloberflache
gebunden werden. Die Zusammensetzung und die Dicke der stabilisierenden Po-
lymerhiille soll steuerbar sein. Die Polymere sollen so gewéhlt werden, dass sie
eine thermoreversible Stabilisierung der magnetischen Nanopartikel in Wasser
und polaren Medien moglich machen.

Die erhaltenen Hybridbiirstenpartikel sollen mittels physikalischer und chemi-
scher Methoden charakterisiert werden. Neben der Zusammensetzung und den
magnetischen Eigenschaften der Partikel soll die Architektur der Kern-Schale-
Materialien betrachtet werden. Das Dispersionverhalten der synthetisierten ma-
gnetischen Polymerbiirsten soll in Abhéngigkeit von der Temperatur untersucht
werden. Desweiteren soll die Fahigkeit der erhaltenen magnetischen Nanoparti-
kel zur Transformation von magnetischer Energie in Warme untersucht werden.
Zur Anbindung von Zielkomponenten sollen geeignete funktionelle Gruppen in
die Polymerhiillen eingebracht werden. Durch Anbindung eines Proteins an die
Polymerbiirstenpartikel sollen magnetische Biokatalysatoren synthetisiert wer-
den. In Modellversuchen soll das Potential der magnetischen Polymerbiirsten-

partikel fiir den Einsatz in biomedizinischen Anwendungen bestimmt werden.
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3 Uberblick iiber die
veroffentlichten Arbeiten

Fokus dieser Dissertation ist die Synthese von nanoskaligen magneti-
schen Polymerhybridmaterialien und ihre Verwendung in biomedizinischen
Anwendungen. [166. 167]

Durch die Kombination von superparamagnetischen Nanopartikeln mit unter-
schiedlichen Polymeren werden Kern-Schale Materialien erzeugt, die aufgrund
der magnetischen Eigenschaften zur magnetischen Separation und zur intrinsi-
schen Erwéarmung genutzt werden konnen. Die Polymereigenschaften der Hiille
fithren zu einem thermoresponsiven Dispersionsverhalten der Hybridpartikel in
wassrigen Tragermedien und zu hochfunktionalen Tragern von Bindungsstellen
fiir aminofunktionale Zielobjekte.

Es werden Ergebnisse zur Oberflichenmodifikation der verwendeten magne-
tischen Nanopartikel und zum Aufbau von thermoresponsiven Polymerhiillen
vorgestellt. Das Dispersionsverhalten der dargestellten Materialien und das Po-
tential zur Nutzung in biomedizinischen Anwendungen findet dabei besondere
Beachtung.

Im Rahmen dieser Arbeit werden nafichemisch hergestellte Magnetit (FesOy)
Nanopartikel als Ausgangsmaterial verwendet und mit Carboxymethyldextran
(CMD)U68] oder synthetischen Polymeren, basierend auf unterschiedlichen
Methacrylaten!!66: 167, 169, 170]  ymmhiillt. Die Polymerhiille dient dabei als
Stabilisator der Partikel in Trégerfliissigkeiten gegen Agglomeration und
Sedimentation, wodurch stabile magnetische Fliissigkeiten erhalten werden.
Fiir die Darstellung der synthetischen Polymerhiillen wird die Verwendung
einer oberflicheninitiierten ATRP als Methode zum kontrollierten Aufbau von
Hybridbiirstenstrukturen untersucht. [169]

Die dargestellten magnetischen Fliissigkeiten werden in Bezug auf
ihre magnetischen Eigenschaften charakterisiert. Basierend auf Oli-
go(ethylenglykol)methylethermethacrylaten (OEGMA) werden Burstenpartikel
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3 Uberblick iiber die veroffentlichten Arbeiten

prasentiert, die ein thermoresponsives Dispersionsverhalten in Methanol169

bzw. Wasser!'67 zeigen. Aufgrund des kritischen Loseverhaltens der oberfla-
chenfixierten Polymere kann die Agglomeration und Sedimentation der Partikel
thermisch induziert werden. Das thermoresponsive Dispersionsverhalten wird
mittels optischer Methoden in Abhéngigkeit von der Zusammensetzung und
der Molmasse der Polymerhiille untersucht.

Zur Funktionalisierung der Polymerhiille fiir magnetische Separationsan-
wendungen werden durch Copolymerisation Aktivesterfunktionen in die
Polymerarme eingebracht, die als Bindestellen fiir aminofunktionale Zielmole-
kiile dienen.[66: 1671 Die erhaltenen magnetischen Trager weisen aufgrund der
Birstenstruktur eine hohe Funktionalisierungsdichte auf und koénnen durch
Ausnutzen der LCST der Polymerhiille leicht vom Tragermedium separiert
werden. Anhand von Benzylamin als Modellverbindung werden die guten
Binde- und Separationseigenschaften der magnetischen Biirstenpartikel de-
monstriert. Analog kann gezeigt werden, dass die Imobilisierung von Trypsin
an die aktivesterfunktionalen Kern-Schalepartikel zu magnetisch getrégerten
Biokatalysatoren fiithrt.166)

Die hohe Bindungskapazitat der aktivesterfunktionalen magnetischen Polymere
wird in Zellexperimenten ausgenutzt, um die Oberflaiche von humanen Endo-
thelzellen magnetisch zu markieren.

Aufgrund der Biokompatibilitit der dargestellten POEGMA funktionalisierten
Birstenpartikel und CMD stabilisierten Partikelclustern kénnen Krebszellen
erfolgreich magnetisch markiert und separiert werden.[168]

In Erwidrmungsexperimenten wird das Verhalten der synthetisierten magneti-
schen Fliissigkeiten in hochfrequenten magnetsichen Wechselfeldern untersucht.
Im Folgenden werden die erzielten Ergebnisse zusammenfassend vorgestellt und

in einem gesamtwissenschaftlichen Kontext erlautert.

3.1 Synthese magnetischer

Polymerhybridmaterialien

Die fiir diese Arbeit zentralen magnetischen Polymerhybridpartikel lassen sich
als Kombination aus anorganischen magnetischen Nanopartikeln und organi-
schen Polymeren beschreiben. Der Aufbau erfolgt so, dass die Nanopartikel als

Kerne eingesetzt werden und eine Polymerhiille darum generiert wird. Die Po-
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3.1 Synthese magnetischer Polymerhybridmaterialien

lymerhiille hat drei wesentliche Funktionen: Zum einen schirmt sie die magne-
tischen Nanopartikeln von einander ab und verringert auf diese Weise die inter-
partikularen Wechselwirkungen, zum anderen fiithrt sie zur thermoresponsiven
Stabilisierung der Partikel in Trédgermedien und so zu magnetischen Fliissigkei-
ten und zum dritten dient sie als Tréger fiir funktionelle Gruppen.

In den folgenden Abschnitten 3.1.1 und 3.1.2 werden die Synthese und Ober-
flachenfunktionalisierung der magnetischen Nanopartikel beschrieben und die
oberflacheninitiierte ATRP als Methode zum kontrollierten Aufbau von magne-

tischen Biirstenpartikeln prasentiert.

3.1.1 Synthese und Oberflachenfunktionalisierung

magnetischer Nanopartikel
Synthese von Magnetit-Nanopartikeln

Die nasschemische Synthese von FezOy4-Nanopartikeln erfolgt durch alkalische
Fallung. Hierfiir wird eine Eisen(II)- und Eisen(III)chloridlosung zu einer ammo-
niakalischen Losung getropftt9. Bei der Reaktion, die mittels der Reaktions-
gleichungen 3.1 beschrieben werden kann, entstehen nanokristalline magnetische

Partikel, die einen Niederschlag bilden.

Die erhaltenen Partikel werden griindlich gewaschen und anschlieBend mit-
tels Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) und Rontgendiffraktometrie
(XRD) im trockenen Zustand untersucht. Abbildung 3.1 zeigt eine TEM-
Aufnahme von frisch geféllten Fe;O -Nanopartikeln. Es sind magnetische Kerne
zu erkennen, deren Durchmesser zwischen 5 nm und 20 nm liegen. Als anzahlge-
mittelten Durchmesser erhalt man durch Ausmessen der Partikel Werte zwischen
10nm und 11 nm. Mittels XRD-Analyse kann aus der Signallage und -intensitét
auf die Struktur der Kristallite geschlossen werden. Fiir die synthetisierten Na-
nopartikel werden spinellartige Eisenoxid-Phasen gefunden, die auf Magnetit
und Maghemit (7-FeyO3), als magnetische Eisenoxidmodifikationen, schlieen
lassen. Weitere kristalline Phasen werden nicht gefunden. Uber die Scherrer-

Gleichung kann aus der Signalbreite auf die Grofle der Kristallite geschlossen

33



3 Uberblick iiber die veroffentlichten Arbeiten

Abb. 3.1: Transmissionelektronenmikroskopische ~ Aufnahmen  von  Fej0,-
Nanopartikeln.ml]

172]

werden.! Hierbei ergeben sich volumenmittlere Werte zwischen 12nm und

14nm fir den Durchmesser, die mit den aus TEM bestimmten Werten gut
iibereinstimmen. 169

Die magnetische Charakterisierung der Fe;O,-Nanopartikel erfolgt mittels qua-
sistatischer wvibrating sample magnetometry (VSM). Hierbei werden von den,
durch elektrostatische Stabilisierung (s. Abschnitt 3.1.1) oder Polymerfunktio-
nalisierung (s. Abschnitt 3.1.2) erhaltenen, stabilen magnetischen Fliissigkeiten
Magnetisierungskurven aufgenommen (s. Abb. 3.2). Die Magnetisierungskur-
ven fiir die dargestellten Dispersionen der magnetischen Nanopartikel weisen
eine sigmuidale Form mit Koerzivititen < 0,6 kAm~! auf, was charakteristisch
fiir superparamagnetisches Verhalten ist. Aus der Anfangssuszeptibilitat wer-
den mittlere Kernduchmesser von 11,8 nm - 12,9 nm berechnet, die mit den aus
TEM und XRD bestimmten Werten sehr gut iibereinstimmen und darauf hin-
weisen, dass die magnetischen Nanopartikel einzeln auf das angelegte Magnetfeld
reagieren. [171]

Die alkalische Fallung von Magnetit stellt fiir diese Arbeit eine robuste und we-
nig aufwandige Methode dar, reproduzierbar magnetische Eisenoxidpartikel im

Gramm-Mafstab herzustellen.
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3.1 Synthese magnetischer Polymerhybridmaterialien
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Abb. 3.2: Magnetisierungskurven (VSM) von geséttigten Dispersionen auf Ba-
sis von Polymethoxyethylmethacrylat umbhiillten Fe;O,@-Nanopartikeln;
PFe,0, = 2,9 Massen-% (durchgezogene Linie), pre,0, = 1,0 Massen-% (ge-
strichelte Linie), upe,0, = 0,48 Massen-% (gepunktete Linie),% ©2006
ACS

Elektrostatische Stabilisierung von Magnetit-Nanopartikeln

Die elektrostatische Stabilisierung von frisch geféllten Magnetit-Nanopartikeln
erfolgt durch Oberflachenfunktionalisierung der magnetischen Kolloide mit

171) Die dreiwertige Citronenséure chemisorbiert dabei auf der

Citronensaure.
Fe; 0, -Nanopartikeloberfliche, was durch ATR-IR-Spektroskopie nachgewiesen
werden kann, und fithrt in wéssrigen Medien zu einer Stabilisierung der Partikel
gegeniiber Agglomeration und Sedimentation, so dass stabile magnetische
Fliissigkeiten entstehen. Die Chemisorption der Citronenséure fithrt zu einer
pH-Wert abhéngigen negativen Aufladung der Partikeloberfliche, die durch
das Zetapotential angezeigt wird. Die Ergebnisse der Zetapotentialmessungen
belegen eine exzellente kolloidale Stabilitat der FesO,-Nanopartikel im be-
trachteten pH-Wertbereich (3,5 <pH <9). Der isoelektrische Punkt (PZC) der
Partikel liegt unterhalb von pH 3,5.

Mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS) kann der hydrodynamische Durch-
messer dp der dispergierten Partikel im Tragermedium bestimmt werden. Es
wird reproduzierbar ein Wert von 19 nm fiir den anzahlgemittelten dj, gefunden.
Unter Beriicksichtigung der aus TEM und XRD-Analysen erhaltenen Werte

fiir den Kerndurchmesser von 11 nm kann davon ausgegangen werden, dass die
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3 Uberblick iiber die veroffentlichten Arbeiten

elektrostatisch stabilisierten Fe3O,-Nanopartikel einzeln dispergiert vorliegen
und groflere Agglomerate auszuschliefen sind.
Die erhaltenen magnetischen Fliissigkeiten sind iiber Monate stabil und dienen

als Basis fiir die Funktionalisierung mit Alkoxysilanen (s. Abschnitt 3.1.1).

Oberflachenmodifikation

Die Funktionalisierung der frisch gefallten Nanopartikeloberfliche dient der Fi-
xierung von Initiatoren, um die im néchsten Abschnitt thematisierte ATRP von
der Oberflache der Partikel zu starten. Im Rahmen dieser Arbeit werden hierfiir
zwei unterschiedliche Wege beschritten. Es werden Carbonsaurederivate verwen-
det, die aufgrund der hohen Affinitat der Carboxylgruppe zu Fe;O4-Oberflachen
an der Partikeloberfliche chemisorbiert werden.

Obwohl festgestellt wurde, dass diese Anbindung in organischen Losemitteln eine
hohe Stabilitdt aufweist, wurde in wéssriger Umgebung mit der Zeit eine Hy-
drolyse der Oberflichenbindung beobachtet. Daher kommt dariiber hinaus ein
zweites Verfahren zum Einsatz, in dem Alkoxysilane als Funktionalisierungsrea-
genzien verwendet werden, um so zu irreversiblen Modifikationen der Partikelo-
berflichen zu gelangen.!!7H

Um einen ATRP-Initiator auf der Oberfliche der magnetischen Nanopartikel
zu fixieren wird 2-Brom-2-methylpropionsidure (BIB) verwendet.[167 170 Dje-
se Saure wird auf der einen Seite durch die Carboxyfunktion auf der Parti-
keloberfliche chemisorbiert und verfligt auf der anderen Seite iiber ein Bro-
matom, das homolytisch abgespalten werden kann und ein tertidres Radikal
zum Start der ATRP hinterléft. Durch Riithren der frisch gefallten Partikel in
einer methanolischen BIB Losung bei 50 °C wird die Partikeloberflache funk-
tionalisiert. Die erfolgreiche Anbindung der Saure wird qualitativ durch ATR-
IR-Spektroskopie und quantitativ durch Elementaranalyse (EA) sowie Ther-
mogravemetrie (TGA) nachgewiesen. Fiir die Funktionalisierungsdichte des In-
itiators fr,; auf der Oberfliche werden Werte von 0,33 mmol-g~! (EA) bzw.
0,26 mmol-g~! (TGA) gefunden. 169

Fir die zweite Methode zur Oberflichenfunktionalisierung von Fe;Oy-

171} Alkoxysilane

Nanopartikel werden Alkoxysilane als Reagenzien eingesetzt.
sind aufgrund ihrer Struktur in der Lage unter Abspaltung von Alkoholen und
Wasser zu polymeren Molekiilen und auch dreidimensional vernetzten Struktu-

ren zu kondensieren. Diese Eigenschaft wird bei der Oberflichenmodifikation
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3.1 Synthese magnetischer Polymerhybridmaterialien

der Nanopartikel ausgenutzt. Als Ausgangsmaterial dienen hierfiir die zuvor er-
wahnten Fe;O,@QCS-Nanopartikel (s. Abschnitt 3.1.1). Diese werden in Ethanol
suspendiert und mit Alkoxysilanen versetzt. Im Reaktionsverlauf reagieren die
Alkoxysilane zu einem monolagigen Kéfig, der sich um die einzelnen Partikel
legt. Diese Form der Umhiillung ist irreversible und dadurch fir die Anwen-
dung der Partikel in wéssrigen Medien sehr gut geeignet. Die Methode hat sich
als geeignet erwiesen, um Fe;O,-Nanopartikel mit unterschiedlichen Oberflé-
chenfunktionalitiaten (Doppelbindungen, Epoxide, Alkane und Initiatoren) zu
versehen, die sich fiir Folgereaktionen (Polymerisationen) oder als funktionale
Agenzien (Vernetzer, Initiatoren) eignen.!'™!]

Im Folgenden wird jedoch nur auf 4-Chlormethylphenyltrimethoxysilan (CIPTS)
naher eingegangen. CIPTS stellt genau wie BIB einen ATRP-Initiator dar, da
bei homolytischer Spaltung der Cl-C-Bindung ein fiir die Initiation geeigne-
tes mesomeriestabilisiertes Radikal entsteht. Die Fe;O,QCS Nanopartikel wer-
den mit CIPTS umgesetzt und die erfolgreiche Oberflachenfunktionalisierung
wird mittels ATR-IR qualitativ nachgewiesen. Die EA der Partikel ergibt ei-

1 Nach der Funktionalisie-

ne Funktionalisierungsdichte von f=0,48 mmol-g~
rung lassen sich die CIPTS umhiillten Partikel homogen in DMSO dispergieren.
DLS-Messungen dieser DMSO-Dispersionen ergeben fiir den hydrodynamischen
Durchmesser dj einen anzahlgemittelten Wert von 26 nm, der gegeniiber dem
Wert von Fe;0,@CS Partikeln nur geringfiigig gewachsen ist und somit von weit-
gehend individuell funktionalisierten separaten Partikeln ausgegangen werden
kann. Durch die hohe Dispersionsstabilitdt der CIPTS funktionalisierten Par-
tikel (Fe30,@QCIPTS) kann fiir die Initiation der ATRP von quasi-homogene
Reaktionsbedingungen ausgegangen werden, so dass die Partikel als effektive

Makroinitiatoren eingesetzt werden konnen (s. Abschnitt 3.1.2).

3.1.2 Oberflacheninitiierte ATRP

Die Verwendung der oberflacheninitierten ATRP als Polymerisationsmethode ist
ein zentraler Punkt dieser Arbeit und bildet den Schwerpunkt des Synthesewe-

166, 167, 169, 170, 173] Doy grafting-from-

ges fiir viele der dargestellten Materialien. !
Ansatz wurde gewahlt, um eine moglichst hohe Belegungsdichte mit Polymeren
auf der Partikeloberfliche zu erreichen, und so Biirstenarchitekturen zu generie-
ren. Diese zeichnen sich durch eine exzellente sterische Abschirmung der magne-

tischen Kerne aus, wodurch stabile magnetische Fliissigkeiten erhalten werden.
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3 Uberblick iiber die veroffentlichten Arbeiten

Der "lebende"Mechanismus der ATRP wird dartiber hinaus ausgenutzt um die
Molmasse und Molmassenverteilung der oberflachenfixierten Polymerarme zu
kontrollieren und gezielt einzustellen. Zusétzlich kann durch ATR Copolyme-
risation die Zusammensetzung der Polymerhiillen gezielt variiert werden, um
z.B. Aktivester als funktionelle Gruppen in die Polymerhiille der magnetsichen
Nanopartikel einzubringen. Aufgrund der Biirstenstruktur kénnen so hochfunk-
tionale Nanoreaktoren erhalten werden.

Als Makroinitiatoren fiir die ATRP dienen die im Abschnitt 3.1.1 beschriebe-
nen BIB und CIPTS funktionalisierten Fe;O,-Nanopartikel. Fiir den Aufbau von
polymeren Hiillen, die zu magnetischen Fliissigkeiten in organischen Losemit-
teln fithren, wird Methoxyethylmethacrylat (MEMA) verwendet.[169 173 Q-
go(ethylenglykol)methylethermethacrylat (OEGMA) bildet Polymerhiillen zur
Stabilisierung der resultierenden Partikel in Wasser und wird auflerdem als Co-
monomer zusammmen mit MEMA eingesetzt.!157) Succinimidylmethacrylat (SI-
MA) stellt einen aktiven Ester dar, der unter Amidbildung mit priméren Aminen
reagiert und daher als potentielle Bindungsstelle fiir Biomolekiile wie Proteine
in die Polymerhiille mit eingebracht wird.[166]

Die Polymerisation wird entweder in Masse (MEMA) oder in Suspension bzw.

Abb. 3.3: Elektronenmikroskopische Aufnahme von PMEMA umbhiillten Fe;0,-
Nanopartikeln, 169 ©2006 ACS

Dispersion in DMSO (OEGMA, SIMA) durchgefiithrt. Als Katalysator dient
Kupfer(I)bromid (CuBr), das durch 2,2”-Bipyridin (bpy) komplexiert und damit
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3.1 Synthese magnetischer Polymerhybridmaterialien

in organischen Losemitteln 16slich wird. Nach Durchfiihrung der Polymerisation
werden die erhaltenen kolloidalen Systeme mittels verschiedener Methoden ana-
lysiert, um die angenommene Biirstenarchitektur zu bestatigen. Exemplarisch
werden im Folgenden die Ergebnisse zur Synthese von Fe;O,QPMEMA vorge-
stellt.

Abbildung 3.3 zeigt eine TEM-Aufnahme von PMEMA gecoateten Fe;O,-
Nanopartikeln. Es sind stark kontrastierende, annahernd spherische Magnetit-
kerne zu erkennen, die sich deutlich von der weniger kontrastreichen Polymer-
hiille unterscheiden. In den sichtbaren Agglomeraten, die vermutlich wahrend
der Probenvorbereitung entstanden sind, sind die Fe3O,-Partikel einzeln von
einer PMEMA-Hiille ummantelt. Es kann eine Hiilldicke, unabhéangig von der
Kerngrofe, von 3nm bis 5 nm ermittelt werden.

Zur Bestimmung des Verhéltnisses von PMEMA zu Magnetit puparpara/pm
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Abb. 3.4: Auftragung der Molmasse M, gegen das Verhéltnis ppyremra/par (TGA)
von getrockneten FeS04@PMEMA-Nanopartikeln,[169] ©2006 ACS

werden die erhaltenen Hybridpartikel thermogravimetrisch untersucht. Deswei-
teren werden die Polymerarme nach Acidolyse der Kerne mit Salzsédure iso-
liert und aufgereinigt. Anschlieend kénnen die Polymerketten mittels Gel-
permeationschromatographie (GPC) analysiert werden. Die gefundenen Wer-
te fiir die zahlenmittleren Molmassen M, liegen zwischen 11000g-mol~! und
35000 g-mol~!. Ein direkter linearer Zusammenhang zwischen der Polymerket-
tenlange gegeben durch M,, und ppprgara/par (s. Abbildung 3.4) macht deut-

lich, dass ein oberflacheninitiiertes Kettenwachstum vorliegt. Aus der Steigung
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Abb. 3.5: (a) Verteilung des hydrodynamischen Durchmessers d; von
Fe;0,@PMEMA-Nanopartikeln =~ mit unterschiedlichen = Molmassen
M,, in DMF;['70 ©@2006 Oldenbourg Wissenschaftsverlag (b) Auftragung
von dj gegen M, . Die gestrichelte Linie repréasentiert die Konturlange
von vOllsténdig gestreckten Polymerketten. Die gepunktete Linie zeigt
den Zusammenhang fiir das von Biver!!™ erweitertete ,,blob“-Modell von
Alexander'™! und de Gennes176: 177,

ergibt sich ein Wert fiir die Polymerkettendichte f von 0,26 mmol-g~!. Hieraus
kann unter Berticksichtigung eines mittleren Kerndurchmessers von 12 nm eine
Belegungsdichte der Patikeloberfliche von 1,4 Ketten pro nm? berechnet wer-
den, was etwa 500 Ketten pro Partikel entspricht.

Die weitere Charakterisierung der magnetischen Polymerbiirstenpartikel erfolgt
in Dispersion mittels DLS. Abbildung 3.5 (a) stellt die erhaltenen Verteilun-
gen von dj, der dargestellten Fe;O,QPMEMA-Partikel mit den oben erwéhnten

Molmassen dar.[17)

Es wird ein Anstieg des hydrodynamischen Partikeldurch-
messers dp mit wachsender Molmasse der Polymerarme beobachtet. Fir die
Materialien mit hohem Polymergehalt und langen Polymerketten sind Schultern
in den Partikelgroflenverteilungen zu erkennen. Diese werden auf einen kleinen
Anteil an Agglomeraten zuriickgefithrt, die vermutlich durch Nebenreaktionen
wie Verschlaufung der Polymerarme oder Partikelvernetzung zu erklaren sind.
Ein Vergleich der experimentellen Werte mit theoretischen Werten, die unter
Beriicksichtigung des von Alexander™! und de Gennes!70: 177l heschriebenen
und durch Biverl!™! erweiterten ,blob*“ Modells berechnet wurden, zeigt eine
gute Ubereinstimmung. Aufgrund dieses Ergebnisses und der hohen Polymer-
belegungsdichte von 1,4 Ketten pro nm? kann von einer Biirstenarchitektur der
synthetisierten Partikel gesprochen werden.

Die erhaltenen hydrophilen Polymerhiillen sorgen fiir eine effektive sterische Re-

pulsion der magnetischen Kerne untereinander, woraus die hohe Stabilitat der
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Kern-Schale-Partikel in Tragermedien wie DMF oder DMSO resultiert.

Neben der Zusammensetzung und Architektur sind insbesondere die magne-
tischen Eigenschaften der dargestellten Hybridpartikel von Bedeutung fiir
ihre Anwendbarkeit. Mittels VSM werden die erhaltenen Fe;O,QPMEMA-
Nanopartikeldispersionen, wie in Abschnitt 3.1 beschrieben, magnetisch charak-
terisiert. Die resultierenden Magnetisierungskurven (s. Abb. 3.2) enthalten ne-
ben dem Hinweis auf superparamagnetisches Verhalten und dem Kerndurchmes-
ser den Gehalt an magnetischem Material ppe,0,. Aus der Sattigungsmagnetisie-
rung M fiir hohe Feldstarken wird tber die Langevin-Gleichung pipe,0, berech-
net. Fir magnetische Fliissigkeiten basierend auf Fe;O,Q@QPMEMA-Partikeln
in DMF ergeben sich Werte von bis zu 2,9 Massen-%.[16% 1731 Fir POEGMA
und P(OEGMA-co-MEMA) stabilisierte Partikel werden 2,5 Massen-% in DM-
SO und auch in Wasser erreicht.!167]

In den vorangegangenen Abschnitten wurde gezeigt, dass es moglich ist kleine
magnetische Nanopartikel (12nm) individuell mit einer Polymerhiille zu verse-
hen, woraus Hybridmaterialien mit definierter Biirstenarchitektur resultieren.
Als Methode ist hierfiir die oberflicheninitiierte ATRP etabliert worden.

Im néchsten Abschnitt wird eine zweite Methode zur Stabilisierung magneti-
scher Fe;O,-Nanopartikel mit einer polymeren Hiille dargestellt. Die resultie-
renden Materialien weisen, anders als die Biirstenpartikel, Kerne aus Partike-

lagglomeraten auf, die im folgenden als Cluster bezeichnet werden.

3.1.3 Magnetische Polymercluster

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neben den magnetischen Polymerbiirsten ma-
gnetische Polymercluster untersucht. Diese sind aus einem magnetischen Kern
und einer Carboxymethyldextran-Hiille (CMD) zusammengesetzt.

CMD stellt ein Polysaccharid dar, ist biologisch abbaubar und biokompatibel,
was es fir den Einsatz in biomedizinischen Anwendungen pradestiniert (s. Ab-
schnitt 1.3.1). Die magnetischen Kerne bestehen aus Magnetit-Clustern, die aus
agglomerierten Primérpartikeln (12nm-14nm) gebildet werden (s. Abbildung
3.6 (a)). Die Agglomeration geschieht wéhrend der nasschemischen Synthese
und fithrt zu Clustern mit einer breiten Gréfenverteilung. Die CMD-Hiille, die
anschliefend auf die Clusteroberfliche aufgebracht wird, stabilisiert diese ste-
risch in wéassrigen Medien. Mittels DLS wird ein mittlerer hydrodynamischer

Durchmesser dj von 158 nm ermittelt. Um die Breite der Clustergrofienvertei-
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Abb. 3.6: Magnetische Polymercluster: (a) TEM-Aufnahme, ©2009 Elsevier; (b)
Zusammenhang der Erdbeschleunigung ¢ bei der fraktionierenden Zen-
trifugation mit dem hydrodynamischen Durchmesser der erhaltenen
GroBenfraktionen.168]

lung zu verringern wird eine wasserbasierte Dispersion mit unterschiedlichen
Umdrehungszahlen zentrifugiert. Auf diese Weise werden unterschiedliche Gro-
Benfraktionen erhalten, die ebenfalls mittels DLS untersucht wurden. Die ermit-
telten hydrodynamischen Durchmesser der Fraktionen sind in Abbildung 3.6 (b)
gegen die Erdbeschleunigung, die bei der Zentrifugation auftritt, aufgetragen.
Der hydrodynamische Durchmesser sinkt annahrend linear mit steigender Erd-
beschleunigung, was durch Dichteunterschiede zwischen den verschieden grofien
Clustern zu erklaren ist.

Die erhaltenen Groflenfraktionen haben eine engere Clustergrofenverteilung als
die unzentrifugierte Probe und zeigen ein ausgesprochen interessantes Verhal-
ten in Bezug auf die induktive Erwarmbarkeit, das in Abschnitt 3.3.4 betrachtet

wird.

3.2 Thermoresponsives Dispersionsverhalten

Die Dispersionseigenschaften sind fiir magnetische Nanopartikel ein entschei-
dendes Merkmal fiir ihre Anwendbarkeit. Die in dieser Arbeit synthetisierten
magnetischen Polymerbiirstenpartikel sind in Wasser und unterschiedlichen po-
laren organischen Tragermedien dispergierbar. Dariiber hinaus wurde die Zu-
sammensetzung der Polymerhiille so gewahlt, dass sie ein temperaturabhangi-
ges Loseverhalten in Wasser oder MeOH aufweist, woraus ein thermoresponsives

Dispersionsverhalten der Kern-Schale-Nanopartikel resultiert. In den folgenden
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Abschnitten wird dieses thermisch steuerbare Dispersionsverhalten der magne-
tischen Polymerbiirsten anhand von PMEMA und Poly(OEGMA-co-MEMA)
umbhiillten Fe;O,-Nanopartikeln dargestellt und diskutiert.

3.2.1 UCST-Verhalten

Fe;O,@PMEMA-Nanopartikel sind wie zuvor (s. Abschnitt 3.1.2) beschrieben
individuell umhillte Kern-Schale-Partikel, die sich in Losemitteln wie DMF und
DMSO einzeln dispergieren lassen. Im dispergierten Zustand sind die jeweiligen
Polymerketten auf der Partikeloberflache einzeln solvatisiert, sie versuchen den
grofftmoglichen Raum fiir sich zu beanspruchen und bilden aus diesem Grund die
schon erwéahnte Biirstenstruktur aus (s. Abschnitt 3.1.2; s. Abb. 3.7 rechts). In
Nichtlosemitteln fiir die Polymerhiille findet keine ausreichende Solvatation der
Polymerketten statt. Die Polymerarme kollabieren auf der Partikeloberfléche,
um moglichst wenig in Kontakt mit dem Tragermedium zu kommen. Damit sinkt
die sterische Abstoffung gegeniiber den benachbarten Partikeln und es kommt
zur Agglomeration und Sedimentation (s. Abb. 3.7 links). Fiir Fe;O,QPMEMA-
Nanopartikel sind solche Nichtlosemittel unpolare Medien wie Diethylether oder
Hexan.

In Methanol (MeOH) hingegen werden beide Zusténde in Abhéngigkeit von der
Temperatur beobachtet. Die Fe;O,QPMEMA-Nanopartikel zeigen eine upper
critical solution temperature (UCST) in MeOH!69 173] Unterhalb einer kri-
tischen Temperatur T'..;; liegen die Partikel kollabiert und agglomeriert vor.
Bei Uberschreiten von T'..;; 4ndert sich das Loseverhalten der Polymerarme in
MeOH und die Polymere werden 16slich. Daraus resultiert die sterische Stabili-
sierung der Partikel und die Bildung einer magnetischen Fliissigkeit. Abbildung
3.7 stellt diesen Prozefi sowohl schematisch (a) als auch anhand von Fotografien
(b) dar. Der Phaseniibergang ist vollstandig reversibel.

Mittels Messungen in einem Tritbungsphotometer 148t sich 7T.;; bestimmen.
Dabei wird die Transmission 7 durch die Partikeldispersion in Abhangigkeit von
der Temperatur T aufgezeichnet. In Abbildung 3.8 sind die erhaltenen MefSkur-
ven fiir PMEMA gecoatete Fe;O -Nanopartikel dargestellt. Es sind sigmoidale
Kurven zu erkennen, deren Wendepunkte T'..;+ entsprechen. Fir T..;; werden
Werte zwischen 20,7 °C und 39,1 °C aus den Melkurven extrahiert. Dabei ist ein

linearer Anstieg von T..;; mit der Molmasse der Polymerarme zu registrieren.
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Abb. 3.7: (a) Schematische Darstellung des Phasenverhaltens von Fe;O,QPMEMA-

Partikeln in Methanol, kollabierter Zustand (links), solubilisierter Zustand
(rechts); (b) Fotos von Fe;O,QPMEMA-Partikeln in Methanol unterhalb
Teri¢ (links) und oberhalb T'.;(rechts).'%9) ©2006 ACS
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Abb. 3.8: Auftragung 7 gegen T fir Fe;O,QPMEMA-Partikel in MeOH;
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3.2 Thermoresponsives Dispersionsverhalten

3.2.2 LCST-Verhalten

Ein weiteres System, das in dieser Arbeit Anwendung findet, basiert auf
statistischen Copolymeren, zusammengesetzt aus MEMA und einem Oli-
go(ethylenglykol)methylethermethacrylat (OEGMA), als stabilisierende Hiil-
le fiir Kern-Schale-Partikel.l!67) Das verwendete OEGMA besitzt eine Oli-
go(ethylenglykol)kette mit ca. 4,4 Wiederholungseinheiten. Durch die im Ver-
gleich zu MEMA verlangerte Seitenkette sind OEGMA-Polymere wesentlich hy-
drophiler und zeigen ein ausgeprochenes thermoresponsives Losungsverhalten in
wassrigen Medien. POEGMA weist in Wasser eine untere kritische Losungstem-
peratur (lower critical solution temperature LCST) auf, dass heifit die Polymere
zeigen eine konzentrationsabhangige kritische Losungstemperatur 7.+ unter-
halb derer sie sehr gut wasserloslich und einzeln solvatisiert sind. Bei Erwarmen
und Uberschreiten von T'.;; werden die Polymere unléslich, agglomerieren und
fallen aus. Durch Copolymerisation von OEGMA mit MEMA ist es dariiber
hinaus moglich die kritische Temperatur iiber einen groflen Temperaturbereich
einzustellen. 167 178] Der molare MEMA-Anteil Xexp.(MEMA) der Copolymer-
hiillen wird zwischen 0 und 52,7 % variiert.

Die erhaltenen Hybridnanopartikel werden bei RT in Wasser dispergiert und
anschliefend mittels Triibungsphotometrie und temperaturabhangiger DLS un-
tersucht. Abbildung 3.9 stellt die erhaltenen Meflkurven fiir die DLS und die
Tribungsmessungen im direkten Vergleich dar.

Beide Methoden belegen mit sehr guter Ubereinstimmung das LCST-Verhalten
der magnetischen Copolymerbiirstenpartikel. Bei RT liegen die Hybridnanopar-
tikel einzeln dispergiert vor, was an einer klaren Dispersion und einem hydro-
dynamischen Durchmesser d; von ca. 100nm ersichtlich ist. Bei Erwarmung
und Uberschreitung der kritischen Losungstemperatur T'..;; wird in den DLS-
Messungen ein schneller Anstieg von dj, registriert, der auf Partikelagglomerate
zuriickgefithrt werden kann, die durch kollabieren der Polymerhiille auf der Par-
tikeloberfliche verursacht werden. Ahnlich verursachen Agglomerate das Ab-
sinken der Transmission in diesem Temperaturbereich, wie in den Tritbungs-
messungen beobachtet werden kann. Der Phaseniibergang verlauft innerhalb
eines engen Temperaturbereichs und ist reversibel. Aus den Wendepunkten der
Tritbungsmessungen werden kritische Temperaturen 7T'..;; zwischen 36,6 °C und
61,2 °C fiir die untersuchten Materialien bestimmt. Diese unterscheiden sich vor
allem in der Zusammensetzung der Polymerhiille. Mit steigendem MEMA-Anteil
Xexzp.(MEMA) steigt Tt linear an, was in Abbildung 3.10 verdeutlicht wird.
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Abb. 3.9: (a) Auftragung von d; gegen die Temperatur und (b) Auftra-
gung von 7T gegen T fir Fe;O,QP(OEGMA-co-MEMA-Partikel

in  Wasser; Xezp.(MEMA)=52,7mol-% (punkt-gestrichelte Linie),
Xexp.(MEMA) =36,2mol% (gepunktete Linie), Xezp. (MEMA) = 17,8 mol%
(gestrichelte Linie), Xezp (MEMA) =0mol-% (durchgezogene Linie).!17]
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Damit ist es moglich T genau vorherzusagen und tiber die Monomermischung
einzustellen.

Diese Moglichkeit der thermisch induzierten Partikelfdllung eroffnet ein weites
Feld der Anwendungen und kann speziell in der magnetischen Separation aus-
genutzt werden, um die Partikel fiir ganz unterschiedliche Separationsprobleme
einzustellen (s. Abschnitt 3.3.1).

35-..|....|....|....|....|....|...
0 10 20 30 40 50

x_. (MEMA) / mol-%

exp.

Abb. 3.10: Abhéngigkeit von T vom molaren MEMA-Anteil xczp (MEMA) in der
Copolymerhiille von Fe,0,QP(OEGMA-co-MEMA-Partikeln).!17]

3.3 Potentielle Biomedizinische Anwendung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden magnetische Polymere dargestellt, die auf-
grund ihres kontollierten biirstenartigen Aufbaus, der magnetischen Eigenschaf-
ten sowie dem thermoresponsiven Dispersionsverhalten fiir verschiedene biome-
dizinischen Anwendungen von groflem Interesse sind. Im folgenden Kapitel wird
daher das Potential der Kern-Schale-Partikel als Trager in der magnetischen Se-
paration présentiert,166: 167) Ergebnisse zur magnetischen Zellmarkierung und

[168] die Synthese und Verwendung von magnetisch ge-

£ [166]

-abtrennung vorgestellt,

und die Anwendung der syntheti-
(166, 168, 173]

tragerten Biokatalysatoren thematisier

sierten Partikel in der magnetischen Erwarmung dargestellt.

47



3 Uberblick iiber die veroffentlichten Arbeiten

3.3.1 Magnetische Separation

In der magnetischen Separation sind zwei Parameter entscheidend fiir die Effek-
tivitdt magnetischer Tréger. Zum einen sollen die Materialien eine hohe Anzahl
von Bindungsstellen fiir Zielkomponenten aufweisen und zum anderen ist eine
moglichst hohe Sedimentationsstabilitét, bei gleichzeitig einfacher Separation
mit kleinen magnetischen Feldgradienten gefordert.

Um effektive magnetische Tréger fiir Separationsanwendungen zu erhalten, wur-
den wahrend dieser Dissertation magnetische Polymerbiirsten, bestehend aus
Fe;O -Kernen und einer Poly(OEGMA-co-SIMA) Hiille, entwickelt. SIMA ist
ein Methacrylatmonomer, das einen Succimidylester trigt. Succimidylester wer-
den allgemein zur Aktivierung von Carboxylgruppen genutzt. Die Aktivierung
ermoglicht die Amidierung der Carbonséuren mit priméren Aminen unter mil-
den Bedingungen. Die SIMA-FEinheiten werden in die Polymerhiille der syntheti-
sierten Birstenpartikel eingebracht, um irreversible Bindungsstellen fiir amino-
funktionale Zielkomponenten zu generieren. Der molare SIMA-Anteil der ober-
flachenimmobilisierten Copolymere wurde zwischen 5mol-% und 25 mol-% va-
riiert. Dartiber hinaus zeigen die Kern-Schale-Partikel aufgrund des OEGMA-
Anteils in der Polymerhiille ein LCST-Verhalten in Wasser oder Puffersystemen
und lassen sich daher oberhalb einer kritischen Temperatur mit einfachen Stab-
magneten abtrennen (s. Abschnitt 3.2.2).

Zur Quantifizierung der Bindungskapazitét der Fe;O,QP(OEGMA-co-SIMA)-
Nanopartikel fiur Zielmolekiile wird ein Test etabliert, der auf der Farbreaktion

von Ninhydrin mit primaren Aminen basiert. Als Modellsubstanz wird Ben-
zylamin (BzA) verwendet. Fiir den Test wird BzA mit den Fe;0,QP(OEGMA-

o

-OH
'OH

T>LCST ninhydrin
separation quantification of

residual amine

Abb. 3.11: Reaktionsschema des BzA-Kapazitétstests von Fe;O,QP(OEGMA-co-
SIMA )-Nanopartikel und quantitativem Ninhydrin Nachweis des unge-
bundenen BzAs [167]

co-SIMA)-Nanopartikeln zur Reaktion gebracht. Anschliefend werden die Par-
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tikel oberhalb der LCST vom Uberstand getrennt. Im Uberstand kann durch
Reaktion von Ninhydrin mit dem verbliebenen BzA Ruthmanns Violett er-
zeugt und quantitativ nachgewiesen werden. Aus dem so ermittelten BzA-
Anteil, der nicht gebunden wurde, kann auf den gebundenen Anteil geschlos-
sen werden. Abbildung 3.11 stellt den BzA-Bindungstest schematisch dar.
Zur Bestimmung der maximalen BzA-Belegung wird fiir drei Partikelchar-
gen, die einen SIMA-Anteil in der Polymerhiille von 5mol-%, 10 mol-% bzw.
15 mol-% aufweisen, der BzA-Bindungstest fir finf unterschiedlich konzentrier-
te BzA-Ausgangslosungen durchgefiihrt. Werte fiir die im Uberstand vorhande-
ne BzA-Konzentration ¢, g,4 werden ermittelt und gegen den Quotient der
BzA-Ausgangskonzentration cpp.4 und der eingesetzten Magnetitkonzentra-

tion cpey0, aufgetragen (s. Abb. 3.12). Fiir kleine BzA-Konzentrationen ist
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Abb. 3.12: Auftragung der im Uberstand vorhandenen BzA-Konzentration Cr,BzA
gegen den Quotient aus der BzA-Ausgangskonzentration cg .4 und der
eingesetzten Magnetitkonzentration cpe,0,; 5mol-% SIMA (Quadrate,
gestrichelte Linie), 10mol-% SIMA (Punkte, gepunktete Linie), 15 mol-
% SIMA (Dreiecke, durchgezogene Linie). [167]

annihernd kein freies BzA im Uberstand nachweisbar, was darauf hindeutet,
dass unterhalb einer Sattigungskonzentration das gesamte BzA an die Partikel
gebunden wird. Bei Erhohung der BzA-Menge iiber die Sattigungskonzentra-
tion kommt es zu einem linearen Anstieg von ¢, p,4 mit co pza/Cre;0,. Der
Schnittpunkt der Regressionsgeraden mit der x-Achse ergibt die Sattigungs-

konzentration an partikelgebundenem BzA und damit der Funktionalisierungs-
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dichte fp,4. Mit steigendem SIMA-Anteil, gebunden in der Polymerhiille der
Fe;0,QP(OEGMA-co-SIMA )-Nanopartikel, werden steigende Werte fir fp.4

! I erhalten. Die gefundenen

von 2,87 mmol-g~t, 12,5 mmol-g~! und 29,5 mmol-g~
Werte sind bis zu dreifligfach hoher als die Werte von kommerziell erhéltlichen
Multikernpartikeln und sind auf die Biirstenarchitektur der Fe;0,QP(OEGMA-
co-SIMA)-Nanopartikel zurtickzuftihren.

Die Anwendbarkeit der synthetisierten Partikel in komplexen biologischen
Systhemen wird anhand der Oberflichenmodifikation von humanen Endothel-
zellen gezeigt. Die Fahigkeit der Partikel aminofunktionale Molekiile zu binden
fiihrt dazu, dass oberflachensténdige Zellmembrankomponenten mit den magne-
tischen Polymerbiirsten gelabelt werden. Abbildung 3.13 zeigt TEM-Aufnahmen

der oberflichenmodifizierten Zellen.

Abb. 3.13: TEM-Aufnahmen von einer Endothelzellen inkubiert mit
Fe;0,QP(OEGMA-co-SIMA )-Nanopartikeln (a); (b) und (c) Aus-

schnittsvergroBerung von (a).[166]

Die Aufnahmen belegen sehr deutlich die erfolgreiche und dichte Beschichtung
der Zellmembranen mit Fe;O0,QP(OEGMA-co-SIMA)-Nanopartikeln. Nach
dem Zellaufschluf§ konnen die magnetischen Partikel und die daran gebunde-
nen Spezies magnetisch separiert und so auf einfache Weise vom restlichen
biologischen Material abgetrennt werden. Anschlieflend stehen sie der weiteren
Untersuchung zur Verfiigung.

Die hohe Funktionalisierungsdichte zusammen mit dem thermoresponsiven
Dispersionsverhalten belegen das grofie Potential der Fe;O,QP(OEGMA-
co-SIMA)-Nanopartikeln fiir die magnetische Separation. Die Forderungen
einer hohen Dichte von Bindungstellen und der Abtrennbarkeit mit kleinen

magnetischen Feldgradienten sind erfullt.
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Abb. 3.14: Aufnahme von Fe;O,@P(OEGMA )-Biirstenpartikel in Brustkrebszellen
(K562, schwarz), Blutkrebszellen (MCF-7, rot) (a) und CMD funktio-
nalisierten Nanoclustern (gelb) im Vergleich zu CMD funktionalisierten
Primérpartikeln (cyan, schraffiert)(b).l'%8) ©2009 Elsevier

3.3.2 Magnetische Zellmarkierung und -separation

In der magnetischen Zellseparation ist es entscheidend, dass die verwendeten
magnetischen Nanopartikel schnell und in hoher Anzahl von den zu markie-
renden Zellen aufgenommen werden, um eine moglichst effektive magnetische
Abtrennbarkeit zu gewahrleisten.

In in vitro Experimenten mit lebenden Zellen wird das Potential von magne-
tischen Polymerbiirsten auf Basis von Fe;O,QP(OEGMA )-Nanopartikeln und
den in Abschnitt 3.1.3 vorgestellten CMD funktionalisierten Nanoclustern zur
magnetischen Zellmarkierung und Zellseparation getestet. Die Nanocluster wer-
den dabei im Vergleich zu mit CMD umbhiillten Primérpartikeln (10 nm) unter-
sucht. Fur den Test werden die Nanopartikel mit Brustkrebszellen (MCF-7) bzw.
Blutkrebszellen, einer Chronisch-Myeloischen-Leukéamie (K562) inkubiert. An-
schlieBend werden die markierten Zellen durch eine magnetische Saule von den
nicht markierten Zellen getrennt. Das Ergebnis ist in Abbildung 3.14 dargestellt.
Die Fe;0,@POEGMA-Nanopartikel werden unspezifisch in beide Zelllinien sehr
schnell aufgenommen. Abhéngig von der Inkubationszeit werden bis zu 98 % der
angebotenen Zellen magnetisch markiert. Die markierten Zellen lassen sich an-
schliefend sehr gut magnetisieren und separieren, was dafiir spricht, dass viel
magnetisches Material ins innere der einzelnen Zellen eingeschleust wird.

Beim Vergleich von CMD funktionalisierten Nanoclustern (s. Abschnitt 3.1.3)
und CMD umbhiillten Primérpartikeln (10nm) kann kein wesentlicher Unter-
schiede bei der Aufnahme der Partikel in das Zellinnere beobachtet werden (s.
Abb. 3.14 (b)). Sowohl die kleinen CMD stabilisierten Primérpartikel, als auch
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die grofleren Fe;O,QCMD Cluster werden schnell und in grofier Zahl aufgenom-
men.

Auch der Vergleich zwischen den Polymerbiirsten und den Clustern kann kein
gravierender Unterschied bei der Zellmarkierung festgestellt werden. Damit sind
beide Materialien fiir eine effektive, unspezifische, magnetische Markierung von
lebenden Krebszellen geignet.

Dariiber hinaus wird in einem Wachstumstest der Einflufl der magnetischen
Markierung auf das Wachstumsverhalten der Zellen getestet. Dazu werden die
Zellen fir eine Dauer von einer Woche beobachtet und zu verschiedenen Zeiten

die Zellanzahl tiberpriift. Abbildung 3.15 zeigt die erhaltenen Wachstumskurven.
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Abb. 3.15: Wachstumstest von Fe;O,@QP(OEGMA )-Biirstenpartikel markierten
K562 Zellen (Dreiecke, rot) im Vergleich zu unmarkierten K562 Zellen
(Quadrate, schwarz).

Es wird deutlich, dass die magnetische Markierung keine Beeintrachtigung des
Wachstum zeigt. Dem entsprechend kann davon ausgegangen werden, dass die
Fe;0,QPOEGMA-Biirstenpartikel im Rahmen dieses Tests nicht zelltoxisch
wirken.

Zu Beginn des Wachstumstests sind 85 % der Zellen magnetisch markiert und
nach sieben Tagen sind es noch 64 % bei einer Verhundertfachung der Zellzahl.
Daraus kann geschlulfolgert werden, dass die Partikel in grofler Anzahl in

die Zellen aufgenommen wurden, da es beim Zellwachstum durch die Zell-
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3.3 Potentielle Biomedizinische Anwendung

teilung zu einer natiirlichen Ausverdiinnung des magnetischen Materials kommt.

3.3.3 Biokatalyse

Zur Darstellung von magnetischen Biokatalysatoren wird Trypsin an
Fe;0,@P(OEGMA-co-SIMA )-Nanopartikel gebunden. Trypsin ist eine Endo-
peptidase und ist damit in der Lage, die Spaltung von Peptiden zu katalysieren.
Die Sequenzierung der Eiweifle erfolgt dabei nach den Aminoséuren Arginin oder
Lysin. Die irreversible Anbindung von Trypsin an die magnetischen Nanopar-
tikel wird auf die Reaktion der partikelgebundenen polymeren Aktivester mit
aminofunktionalen Aminoséuren aus der Trypsinsequenz zuriickgefithrt. Mittels
ATR-IR-Spektroskopie wird die erfolgreiche Immobilisierung des Proteins qua-
litativ nachgewiesen und via EA kann ein Wert fiir die Menge an gebundenem

Trypsin von 1,1 ymol-g~*

ermittelt werden, woraus sich eine Funktionalisierung
von etwa 13 Molekiilen pro Fe3O,-Kern ergibt.

Neben der erfolgreichen Anbindung des Trypsins ist entscheidend, dass die ka-
talytische Aktivitat auch nach der Immobilisierung erhalten bleibt. Aus diesem
Grund wird die Peptidaseaktivitat des partikular gebundenen Trypsins im Ver-
gleich zu frei in Losung vorliegendem Trypsin bestimmt. Als Nachweisreakti-
on dient hierfiir die trypsinkatalysierte Spaltung von N,-Benzoyl-D,L-arginin-
4-nitroanilid (BAPNA) in N,-Benzoyl-D,L-arginin und 4-Nitroanilin (s. Abb.

3.16). Durch kinetische Untersuchungen dieser Reaktion kann auf die Enzy-

NO,
(o] o
©\'( H . OH NO,
o Trypsin 0 /©/
—_ W
+ H,N
ﬁ\

HN NH, HNZ “NH,

Abb. 3.16: Reaktionsschema der trypsinkatalysierten BAPNA-Spaltung.1¢%)

maktivitat geschlossen werden.

Fiur kinetische Messungen werden unterschiedlich konzentrierte BAPNA-
Losungen mit einer konstanten Menge freiem Trypsin oder Fe;O,@QPOEGMA-
Trypsin-Nanopartikeln zu Reaktion gebracht. Die Entstehung von 4-Nitroanilin
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Abb. 3.17: (a) Anderung der UV-Absorption mit der Zeit withrend der Reakti-
on zwischen BAPNA und Fe;O0,Q@POEGMA-Trypsin (Kreise) im Ver-
gleich zu freiem Trypsin (Quadrate) und Fe;O,@QP(OEGMA-co-SIMA)-
Nanopartikeln (Dreiecke);!'56 (b) Doppeltreziproke Auftragung der Ge-
schwindigkeit dcgapna/dt der trypsinkatalysierten BAPNA Spaltung
und der BAPNA-Konzentration cgapna

wird UV /VIS-spektroskopisch in Abhéngigkeit von der Zeit ¢ gemessen. Ab-
bildung 3.17 (a) zeigt das Ergebnis einer solchen Messung fir eine BAPNA-
Losung (2,0 mM) katalysiert durch freies Trypsin und immobilisiertes Tryp-
sin im Vergleich zur Kontrollreaktion. Diese wurde mit Fe;O,QP(OEGMA-co-
SIMA )-Nanopartikeln durchgefiihrt, die nicht Trypsin funktionalisiert sind. Fir
Trypsin enthaltene Reaktionsmischungen wird ein linearer Anstieg der Absorp-
tion mit der Zeit registriert, wahrend das Kontrollexperiment ohne Trypsin wie
erwartet keine nennenswerte Absorptionsanderung zeigt. Aus der Steigung der
Regressionsgeraden wird die Anfangsgeschwindigkeit degapna/dt der trypsin-
katalysierten BAPNA Spaltung erhalten.

Mit steigender BAPNA-Konzentration cgapnya wird ein hyperbolischer An-
stieg der Anfangsgeschwindigkeit gefunden, was auf eine Michaelis-Menten-
Kinetik hindeutet. Die Auswertung des erhaltenen Zusammenhangs zwischen
depapna/dt und cpapna, und die Bestimmung der kinetischen Parameter K,
(Michaeliskonstante) und vy, (maximale Anfangsgeschwindigkeit) erfolgt mit-
tels bekannter Linearisierungsmethoden nach Lineweaver und Burk, bzw. nach
Eadie und Hofstee. Die doppeltreziproke Auftragung von dcpapna/dt gegen
die BAPNA-Konzentration cgapny4 nach Lineweaver und Burk ist in Abbil-
dung 3.17 (b) dargestellt. Sowohl fiir das immobilisierte, als auch fir das freie
Trypsin wird ein linearer Zusammenhang gefunden, der bestéatigt, dass die tryp-
sinkatalysierte Spaltung von BAPNA einer Michalis-Menten-Kinetik folgt. Fiir
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3.3 Potentielle Biomedizinische Anwendung

die Michaeliskonstante K, wird fiir FeO,QPOEGMA-Trypsin ein Wert von
2,10 x 107* M ermittelt und fiir freies Trypsin resultiert K,, =1,39 x 104 M.
Die im Vergleich zu freiem Trypsin erhohte Michaeliskonstante fiir partikular
gebundenes Trypsin wird auf die verringerte Zugénglichkeit der in der Polymer-
hiille immobilisierten Trypsinmolekiile zuriickgefiihrt.

Zur Bestimmung der Enzymaktivitiat wird v,,q, verwendet. Der Quotient aus
Umaz und der eingesetzten Trypsinkonzentration cppy,sin ergibt die spezifische
Aktivitét actgpe. des Proteins. Diese hat einen Wert von 92,2 /vcmol-s_l-mg_1 fur
freies Trypsin und von 89,1 gmol-s~!-mg~! fiir immobilisiertes Trypsin. Daraus
resultiert, dass die Trypsinaktivitdt nach der Anbindung an die magnetischen
Nanopartikel nahezu vollstandig erhalten geblieben ist.

Somit wurden magnetische Biokatalysatoren erzeugt, die eine sehr hohe Akti-
vitat aufweisen und zudem mittels magnetischer Felder manipulierbar sind. Ih-
re einfache Abtrennbarkeit und thermoresponsive Einsetzbarkeit aufgrund des
LCST-Verhaltens der Partikel macht sie sehr interessant fiir biologische Systeme.
Dariiber hinaus konnen weitere Enzyme oder aminofunktionale Katalysatoren

immobilisiert werden, und so ist eine grofie Vielfalt an moglichen Anwendungen
denkbar.

3.3.4 Magnetische Erwarmung

Die Eigenschaft magnetischer Nanopartikel, elektromagnetische Energie in Wér-
meenergie umwandeln zu koénnen, stellt fir verschiedene biomedizinische An-
wendungen eine interessante Alternative zu herkémmlichen Methoden (Laser-
Bestrahlung) dar, Wérme gezielt und beriihrungslos zu generien und einzuset-
zen. Verantwortlich fiir diese Eigenschaft sind Relaxationsprozesse und Hystere-
seeffekte, die auftreten, wenn magnetische Nanopartikel einem hochfrequenten
elektromagnetischen Wechselfeld ausgesetzt werden. Im Rahmen dieser Arbeit
wird das Verhalten magnetischer Dispersionen, basierend auf Fe;O,QPMEMA-
und Fe;O,QPOEGMA-Nanopartikeln und CMD-Nanoclustern in hochfrequen-
ten Wechselfeldern untersucht. Ziel ist es, die spezifische Heizleistung (SHP),
die ein Maf fiir die Effektivitat der Energieumwandlung darstellt, von Disper-
sionen basierend auf den dargestellten magnetischen Polymerbiirsten und CMD-
umbhiillten Nanoclustern in Erwarmungsexperimenten zu bestimmen.

Die Erwiarmungsexperimente der Fe;O,-Biirstenpartikel werden in einem vaku-

umummantelten Probengefafl, das mit einem Alkoholthermometer bzw. einem
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Abb. 3.18: (a) Anderung der Temperatur T von Fe;0,QP(OEGMA)-
Nanopartikeldispersionen in Wasser mit der Zeit ¢ in einem ma-
gnetischen Wechselfeld (250kHz, 31,5kA-m™1); (e 0, = 1,0 Massen-%,
durchgezogene Linie); (upe,0, = 0,75 Massen-%, gestrichelte Linie);
(,UFe304 =0,5Massen-%, gepunktete Linie); (MFe3O4 = 0,25 Massen-%,
punkt-gestrichelte  Linie); (upe304 =0,1 Massen-%, doppelpunkt-

gestrichelte Linie) ;1197 (b) Zusammenhang der Heizleistung c,-dT/dt
und dem Magnetitgehalt ppe,0, fir Dispersionen basierend auf

Fe,0,GPMEMA- und Fe;0,@POEGMA-Nanopartikeln,!'67 173 ©2006
IOP Publishing Ltd

fiberoptischen Temperatursensor ausgestattet ist, durchgefiihrt. Das magneti-
sche Wechselfeld mit einer Frequenz f von 250kHz und einer Feldstirke von
31,5 kA -m~! wird mit einem Hochfrequenzgenerator innerhalb einer Kupferspu-
le erzeugt. In diese Spule wird der Probenbehélter platziert, und nach Ein-
schalten des magnetischen Wechselfeldes wird die Temperatur der Dispersion
mit der Zeit aufgenommen. Abbildung 3.18 (a) stellt die erhaltenen MeBkurven
fir Fe;0,QP(OEGMA )-Nanopartikeldispersionen mit unterschiedlichem Ma-
gnetitgehalt ppe,0, in Wasser dar. Nach dem Einschalten des Wechselfeldes
steigt die Temperatur zunachst schnell und linear mit der Zeit an, dann flachen
die Kurven ab, was auf den Warmeaustausch mit der Umgebung zuriickzu-
fithren ist. Die Steigung d7'/dt des linearen Kurventeils ergibt unter Bertick-
sichtigung der Warmekapazitit des Gesamtsystems ¢, die Heizleistung. Tragt
man die Heizleistung gegen den Magnetitgehalt fipe,0, auf, erhalt man den
in Abbildung 3.18 (b) (Dreiecke) gezeigten linearen Zusammenhang. Fiir Di-
spersionen von PMEMA umhiillten Kern-Schale-Nanopartikeln in DMF, die
auf die gleiche Weise intrinsisch erwédrmt wurden, wachst C,-d7'/dt ebenfalls
linear mit ppe,0, an (s. Abbildung 3.18 (b) (Quadrate)). Die Steigung der bei-
den Ausgleichsgeraden entspricht der spezifischen Heizleistung SHP. Fir die
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3.3 Potentielle Biomedizinische Anwendung

Fe;0,QP(OEGMA)-Nanopartikel ergibt sich eine SHP von 86,5 W-g~!, wiih-
rend sich fir die Fe;0,QPMEMA-Biirstenpartikel eine SHP von 51,9 W.g!
ergibt.!3] Die unterschiedlichen SHP-Werte sind auf unterschiedliche Parti-
kelchargen zuriickzufiihren und kénnen vermutlich mit unterschiedlichen Gro-
Benverteilungen der Nanopartikel erklart werden.

Es wird kein Einflufl der Hiilldicke auf die SHP gefunden, was darauf schlieffen
1aBt, dass die Transformation der magnetischen Energie in Wérme tiberwiegend
durch die Umorientierung des magnetischen Momentes im Kristallgitter und da-
mit durch den Néelschen Mechanismus erfolgt.

Fir Dispersionen basierend auf CMD-umhiillten Fe;O4-Nanoclustern in wass-
rigen Medien erhélt man bei Betrachtung der in Abschnitt 3.1.3 beschriebenen
unzentrifugierten magnetischen Fliissigkeit eine SHP von 60 W-g~! (f =400 kHz;
H=11kA-m~'). Betrachtet man jedoch die unterschiedlichen Grofenfrakti-
on nach der Zentrifugation, werden Werte fiir die SHP zwischen 53 W.g—!
und 332 W-g~! gefunden, abhingig vom hydrodynamischen Durchmesser der
Cluster.'%8] Dabei erreicht die Fraktion mit einem dy, von 82nm den hochsten
Wert. Die Verfiinfachung der SHP fiir diese Fraktion, im Vergleich zur unzen-
trifugierten Dispersion ist auf die Verringerung der Breite der Clustergrofien-
verteilung zurtickzufiihren. Grofere und kleinere Fe;O,QCMD-Cluster, die ma-
gnetische Energie nicht so effektiv in Warme umwandeln konnen, sind in dieser
Fraktion nach der Zentrifugation nicht mehr enthalten.

Es konnte sowohl fiir die magnetsichen Fliissigkeiten basierend auf Fe;O,-
Polymerbiirsten als auch fiir Dispersionen von Fe;O,@CMD-Nanoclustern ge-
zeigt werden, dass magnetische Energie in Warme umgewandelt wird und somit
die synthetisierten Partikel potentiell fiir biomedizinische Erwarmungsanwen-

dungen von Interesse sind.

57






4 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Dissertation wurden nanoskalige, hydrophile, magnetische
Polymerhybridmaterialien dargestellt und ihr Potential fiir den Einsatz in bio-
medizinischen Anwendungen getestet.

Dazu wurde ein Syntheseweg entwickelt, der einen kontrollierten Aufbau von
multifunktionalen Kern-Schale-Partikeln ermoglicht. Als Methode wurde hier-
fiir die oberflicheninitiierte ATRP etabliert, so dass iiber einen dreistufigen
Syntheseprozess magnetische Polymerbtirstenpartikel zugéanglich wurden. Als
magnetisches Ausgangsmaterial dienten durch Mitfallung erhaltene Magnetit-
Nanopartikel mit einem mittleren Partikeldurchmesser von 12nm. Diese wur-
den mit geeigneten Initiatoren oberflachenfunktionalisiert und anschliefend als
Starter fiir die oberflacheninitiierte ATRP eingesetzt.

Die Verwendung von hydrophilen Methacrylatmonomeren fiithrte zu Polymer-
hiillen, die die magnetischen Nanopartikel durch sterische Repulsion in pola-
ren Medien wie Wasser, Methanol, DMSO, usw. stabilisieren. Es wurden ma-
gnetische Flissigkeiten mit bis zu 2,9 Massen-% an magnetischen Kern-Schale-
Partikeln erhalten. Mittels TEM-Aufnahmen, GPC-Analyse der Polymerarme
und Bestimmung des hydrodynamischer Durchmesser der Partikel mittels DLS-
Messung in Dispersion konnte die Biirstenarchitektur der erhaltenen Hybridna-
nopartikel nachgewiesen werden. Der hydrodynamische Durchmesser léasst sich
iiber die Molmasse der Polymerarme gezielt einstellen und liegt in guter Uberein-
stimmung mit dem erweiterten ,,Blob“-Modell fiir Polymere, die auf gekriitmm-
ten Oberflachen immobilisiert wurden. Es wurde eine Funktionalisierungsdichte

! ermittelt, die typisch fiir dichte Polymerbiirsten sind. Daraus

von (0,26 mmol-g™
ergibt sich eine Polymerkettendichte von etwa 1,4 Ketten pro nm? bzw. von 500
Polymerketten pro Partikel.

Fir PMEMA umbhillte MNP wurde mittels DLS und Tribunsphotometrie das
Dispersionsverhalten in MeOH in Abhéngigkeit von der Temperatur untersucht.
Fiir diese Polymerbiirsten wurde ein oberes kritisches Dispersionsverhalten ge-

funden, dass zur thermoreversiblen Agglomeration der Nanopartikel im Trager-
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4 Zusammenfassung

medium unterhalb einer kritischen Temperatur 7. fithrt. Im agglomerierten
Zustand lassen sich die Nanopartikel einfach mit kleinen magnetischen Feldgra-
dienten separieren. T.;+ ist iiber die Molmasse der PMEMA-Arme und somit
iiber die Synthesebedingungen einstellbar.

Durch oberflacheninitiierte Copolymerisation von MEMA und OEGMA konn-
ten magnetische Polymerbiirsten erhalten werden, die ein LCST-Verhalten in
Wasser aufweisen. Die Partikel liegen unterhalb der kritischen Temperatur stabil
dispergiert vor und agglomerieren schnell oberhalb von T'.,;+. Durch temperatur-
abhéngige DLS- und triibungsphotometrische Messungen konnte 7', fiir Parti-
kel mit unterschiedlich zusammengesetzten Polymerhiillen bestimmt werden. Es
wurde eine lineare Verringerung von 7T'..;+ mit dem Anteil an MEMA-Einheiten
in der Copolymerhiille registriert. Damit ist es moglich tiber die kontrollierte
Copolymerisation T..;+ gezielt einzustellen.

Zur Funktionalisierung der magnetischen Polymerbiirsten mit Bindungsstellen
fiir biomedizinisch interessante Zielmolekiile wurde SIMA als Comonomer ver-
wendet. Durch Copolymerisation mit OEGMA konnten thermoresponsive Kern-
Schale-Birstenpartikel realisiert werden, die in wéssrigen Medien ein LCST-
Verhalten zeigen und gleichzeitig Aktivester zur irreversiblen Anbindung von
aminofunktionalen Zielkomponenten tragen. Die Bindekapazitét der erzeugten
Nanopartikel fiir Aminofunktionen wurde mit Benzylamin als Modellamin be-
stimmt. Als quantitativer Nachweis wurde die Farbreaktion von priméren Ami-
nen mit Ninhydrin genutzt. Abhangig vom SIMA-Anteil in der Copolymerhille
konnen bis zu 29,5 mmol-g—! Benzylamin an die aktivesterfunktionalen Hybrid-
nanoartikel gebunden werden. Im Vergleich zu kommerziell erhaltlichen Multi-
kernpartikeln flir Separationsanwendungen ist die Bindekapazitidt um den Fak-
tor dreiflig erhoht, was auf die Biirstenarchitektur der Partikel zuriickgefiihrt
wird. In Kombination mit dem thermoresponsiven Dispersionsverhalten eignen
sich die Partikel sehr gut fiir magnetische Separationsanwendungen.

Um dieses Ergebnis fiir ein komplexes biologisches System zu bestatigen, wurden
Endothelzellen aus der menschlichen Nabelschnurr mit Fe;O,@QP(OEGMA-co-
SIMA) inkubiert. Ziel war es aminofunktionale Komponenten in der Zellober-
fliche zu markieren. Durch TEM-Aufnahmen wurde die dichte und effektive
Anbindung der Nanopartikel an die Zelloberfliche deutlich nachgewiesen.

In weiteren Zellexperimenten wurden POEGMA umbhiillte Nanopartikel in Tu-
morzellen eingeschleust. Die verwendeten Brust- und Blutkrebszellen nehmen

die magnetischen Polymerbriisten durch Phagocytose in grofler Zahl in ihr In-
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neres auf und lassen sich anschlieBend magnetisch von unmarkierten Zellen sepa-
rieren. In einem Wachstumstest konnte gezeigt werden, dass die Partikel keinen
Einflu} auf das Zellwachstum haben und im Rahmen dieses Tests nicht zellto-
xisch sind.

Die Darstellung von magnetischen Biokatalysatoren gelang durch die Anbindung
der Endopeptidase Trypsin an Fe;O,QP(OEGMA-co-SIMA )-Nanopartikel. Mit-
tels Elementaranalyse wurde die Funktionalisierungsdichte zu 1,1 gmol-g~! be-
stimmt, was etwa 13 Trypsinmolekiilen pro magnetischem Kern entspricht. Das
partikelimmobilisierte Trypsin wurde anschliefend als Biokatalysator zur Spal-
tung von Peptidbindungen eingesetzt. Hierbei wurde anhand von BAPNA als
Modellsubstanz in kinetischen Messungen die Peptidaseaktivitat des getrigerten
Trypsins im Vergleich zu freiem Trypsin gemessen. Die gefundenen Kinetiken
lassen sich sowohl fiir das immobilisierte Trypsin, als auch fiir das freie Tryp-
sin durch die Michaelis-Menten-Gleichung beschreiben. Die berechneten spezifi-
schen Aktivitaten belegen, dass die Aktivitat des Trypsins nach der Anbindung
an die Partikeloberflachen zu 96% erhalten bleibt. Die erhaltenen Biokatalysa-
toren lassen sich magnetisch manipulieren und aufgrund des LCST-Verhaltens
der Nanopartikel einfach vom Tragermedium abtrennen.

Um das Potential der magnetischen Polymerbiirsten fiir die Hyperthermie zu un-
tersuchen, wurden Erwédrmungsexperimente mit POEGMA und MEMA stabili-
sierten Fe; O, -Nanopartikeln durchgefiihrt. Im verwendeten magnetischen Wech-
selfeld (250 kHz, 31,5kA-m~!) erwirmen die Nanopartikel das gesamte Triger-
medium innerhalb von wenigen Minuten auf Temperaturen bis 80 °C. Die spe-
zifische Heizleistung der magnetischen Polymerbiirsten wird auf 86,5 W-g~1 fiir
Fe;0,QPOEGMA-Partikel und auf 51,9 W-g=! fiir Fe;0,QPMEMA-Partikel
bestimmt. Es wird beobachtet, dass die spezifische Heizleistung von der Hill-
dicke der Partikel unabhéngig ist, was auf einen durch Neélsche Relaxation
bestimmten Erwarmungsmechanismus hindeutet.

Uber die magnetischen Polymerbiirsten hinaus wurden innerhalb dieser Dis-
sertation auch Carboxymethyldextran-umhiillte Nanopartikelcluster verwendet.
Hierfiir konnte mit Hilfe von DLS-Messungen gezeigt werden, dass durch frak-
tionierende Zentrifugation Groflenfraktionen mit mittleren hydrodynamischen
Durchmessern von 50nm bis 164nm aus einer urspriinglichen magnetischen
Fliissigkeit erhalten werden. Die Nanocluster wurden erfolgreich zur Markierung
und Separation von Krebszellen eingesetzt. Die Cluster werden genau wie die

Polymerbiirsten in dass Innere der Brustkrebszellen aufgenommen und machen
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dadurch eine effektive magnetische Separation der Zellen moglich. Die CMD
umhiillten Nanocluster eignen sich besonders gut zur Hyperthermie. Ein Grund
hierfiir ist die Agglomeratstruktur der magnetischen Kerne. In Erwérmungsex-
perimenten wurde gezeigt, dass die einzelnen durch Zentrifugation erhaltenen
GroBenfraktionen eine von ihrer Grofle abhéngige spezifische Heizleistungen auf-
weisen. Die Heizleistung fiir CMD-Cluster mit einer mittleren Groéfle von 82 nm
ist mit 332W-g~! besonders hoch. Als Erklarung hierfiir dient die nach der
Fraktionierung erhaltene enge Groflenverteilung und die besonders giinstige Di-
mension der Cluster magnetische Energie in Wérme umzuwandeln.

Die im Rahmen dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse belegen das grofie Potential
der magnetischen Polymerbirstenpartikel und der Polymercluster fiir den Ein-
satz in biomedizinischen Anwendungen. Die Kombination des thermoresponsi-
ven Dispersionsverhaltens mit einer sehr hohen Dichte an aktiven Estergruppen
in der Polymerhiille der Hybridbiirstenpartikel, erlaubt einen effektiven Einsatz
in der magnetischen Separation und die Darstellung von magnetischen Bioka-
talysatoren. Aulerdem konnen die Kern-Schale-Partikel in einem magnetischen
Wechselfeld erwérmt werden. Die Polymercluster wandeln dabei besonders ef-
fektiv magnetische Energie in Warme um. Die untersuchten Partikel konnen
damit zum grundlegenden Verstandnis der intrinsischen Erwarmung von Zellen
oder Geweben in der Hyperthermie beitragen.

Dartiber hinaus sind die aktivesterfunktionalen magnetischen Polymere geeig-
net, um selektive Affinitatsliganden wie, z. B. Antikérper und eine Vielzahl von
unterschiedlichen Proteinen auf der Partikeloberfliche zu immobilisieren, was
zu einer groffen Anzahl von interessanten Anwendungen fithren kann.

Die in dieser Dissertation hergestellten magnetischen Nanopartikel bilden eine
multifunktionale Basis zur Entwicklung und Erforschung von neuartigen in vitro

Diagnostik- und Therapieanwendungen.
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Abstract

Magnetic core—shell particles were synthesized by the attachment of a
polymeric brush on the surface of magnetite nanoparticles. The hybrid
particles are well dispersible in good solvents for the polymeric shell and
form thermoreversible magnetic fluids in carrier fluids with a critical solution
behaviour. The thermoresponsive effect can be activated by the application of a
high frequency electromagnetic field and may be useful for magnetic separation,
recoverable catalysts and for drug release purposes.

1. Introduction

1.1. Background

Magnetic materials are key components in modern technology, with applications ranging
from data storage to magnetic resonance imaging contrast agents. In this context, magnetic
nanoparticles represent a critical link between current technology and future applications due
to their unique size-dependent properties [1].

Dispersions of superparamagnetic particles in different carrier fluids, known as magnetic
fluids [2], behave as liquids whose physical properties and flow behaviour can be controlled
by external magnetic fields. Magnetic fluids are of high interest for basic research as well
as for various applications. To date, they are in use for example as magnetically controlled
seals and bearings and in loudspeaker coolings. A high potential for applications of magnetic
fluids based on iron oxides is promised in the biomedical field [3]. Their use as improved MRI
diagnostic contrast agents [4] and as a positioning tamponade for retinal detachment repair in
eye surgery [5] has been reported. Ferrofluids are of high interest concerning magnetic drug
targeting [6] and for cell separation methods [7].

In separation applications, magnetic fluids are of interest as they offer high surface area
and can be functionalized to selectively discriminate between different molecular or cellular
species. Present suggestions for nonmedical applications of magnetic fluids include the use of
magnetic fluids as magnetically separable nanocatalytic systems that combine the advantages

0953-8984/06/382563+18$30.00 © 2006 IOP Publishing Ltd  Printed in the UK $2563



S2564 A Kaiser et al

of homogeneous and heterogeneous catalysis [8]. In these applications, a small particle size
and effective dispersion stability by a suitable stabilization mechanism is required in order to
achieve an optimum of specific binding or catalytic activity. In the same direction, however,
these parameters complicate the magnetic separation of the particles.

The ability of ferrofluids to convert magnetic energy into heat by relaxational and
hysteresis effects [9] has been known for a long time and has recently gained much attention
for tumour therapy by magnetic hyperthermia [3].

Commonly used and commercially available magnetic fluids are dispersions of magnetic
nanoparticles that are often stabilized by surface-active agents, acid and polymeric stabilizers.
The steric stabilization mechanism involved is often of a dynamic nature, making it difficult
to control the hydrodynamic diameter of the dispersed objects, and to prevent the formation
of medium-sized (200-500 nm) agglomerates. In contrast, the functionalization of inorganic
nanoscopic features with an irreversibly attached, covalently bound polymeric shell is a recent
promising approach for the design of well-defined composite materials and dispersions [10],
as this offers the opportunity to tailor dispersion properties like the minimum particle distance
and the hydrodynamic particle volume. Additionally, an enhanced stability of such dispersions
upon dilution, concentration or compositional changes of the dispersions may be expected.

A straightforward strategy for the synthesis of polymer-coated inorganic nanoparticles is
the ‘grafting-from’ approach applied here by initiating the polymerization directly from the
particle surface, resulting in a high number of end-attached polymer chains, often referred
to as a polymeric brush [11]. Surface-initiated polymerization has been applied to various
polymerization methods, including radical [12], cationic [13], anionic [14], ring-opening
metathesis [15], and ring-opening polymerization (ROP) [16], and has been proved to be
efficient in the coating of nanoparticles such as silica [17], starch granules [18], carbon
nanotubes [19] and maghemite [20].

For the preparation of magnetic fluids, magnetic core/polymeric brush hybrid particles
have the advantage to be instantly dispersible in good solvents for the polymeric shell without
the addition of ancillary stabilizers [21-23]. In lieu thereof, the polymer arms serve as an
irreversible attached steric stabilizer, leading to well-defined properties of the surfactant-free
dispersion.

Our novel synthetic approach results in magnetic core—shell nanoparticles with a magnetite
(Fe304) core and a covalently attached, stabilizing polymeric shell [22-24]. By dispersion of
the hybrid particles in suitable nonpolar solvents, magnetic fluids are obtained without the use
of stabilizing additives.

1.2. Motivation and scope

A number of polymeric materials are known for their ability to show a discontinuous change
of properties due to temperature changes [25]. Some of these systems, e.g. thermoresponsive
hydrogels and membranes, are based on the existence of critical solution temperatures (UCST
or LCST) [26]. At a critical solution temperature, the solvation of polymer segments in a
certain solvent is suddenly changed strongly due to the inversion of the free energy of mixing
in the polymer/solvent system at that temperature. This may be due to entropic or enthalpic
effects. The critical solution temperature is closely related to the theta temperature Tg of a
polymer/solvent system, where the polymer—solvent interaction forces are just compensating
those between the polymer segments, resulting in a coil-to-globule transition of the polymer
chains at that temperature.

We present results on the synthesis and characterization of novel thermoreversible
magnetic fluids based on magnetite (Fe;O4) coated with a covalently anchored, polymeric
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shell of polystyrene (PS). The core—shell particles form stable dispersions in cyclohexane
at temperatures above an upper critical solution temperature (UCST), while the particles
precipitate below that temperature and can easily be separated by a magnet.

Thermoreversible stabilization of the particles offers an opportunity to combine
dispersibility and quasi-homogeneous conditions for specific binding and catalytic activity, and
easy magnetic separation at temperatures beyond the stabilizing conditions.

It is shown that it is possible to apply an alternating magnetic field as the trigger to induce
thermal effects like solubility and/or permeability changes in the shell. This behaviour is of
interest as well for medical applications in triggered drug release and may lead to a better
understanding of the heat transfer mechanisms involved.

2. Experimental part

FeCl;-6H,0 (Fluka) and FeCl,-4H,0O (Baker) were used as received. 25% NHj3 aq. (Baker)
and 37% HCI aq. (Riedel-de Haén) are of p. a. quality. Copper(I) bromide (CuBr, 98%),
4,4'-dinonyl-2,2’ bipyridine (dNbpy, 97%) and 2-bromo-2-methylpropionic acid (BMPA, 98%)
were obtained from Sigma Aldrich and were used without purification. Styrene from Merck-
Schuchardt was freshly distilled. Methanol was obtained in technical grade and used after
distillation. Other solvents (toluene, benzene, cyclohexane, tetrahydrofurane) were purchased
in analytical grade or higher. Toluene (p.a.) was dried over a molecular sieve (4 A). All
synthetic procedures were performed under inert (N, or Ar) atmosphere.

2.1. Synthesis

Fe3; 04 nanoparticles were prepared by alkaline hydrolysis of ferrous and ferric chloride (molar
ratio 1:2) aqueous solution using Cabuil and Massart’s method [27]. The particles were washed
several times with ammonium hydroxide solution (1.3%) and methanol. The freshly prepared
particles were surface-functionalized by the addition of BMPA (1.67 mmol per gram Fe;Oy)
and stirring for 30 min at 50°C. To remove untethered acid, the particles were washed
extensively with methanol and degassed toluene. After adding an adequate amount of styrene
and CuBr/dNbpy (1:2 mol mol~") as the catalytic system, the polymerization was started by
heating the reaction mixture at 70 °C for 5 d under an argon atmosphere.

To obtain dispersions of the particles, toluene was added to the mixture and the resulting
dispersions were centrifuged (2 min at 2000 r min~'; relative centrifugative force: 380 g) to
remove agglomerated material. Afterwards, the ferrofluids remained stable for several weeks
and did not show any flocculation upon centrifugation or dilution. The ferrofluids were stored
under argon in order to prevent the magnetite cores from oxidation to maghemite.

To investigate the composition of the hybrid particles by TGA, toluene was removed in
vacuo, and the residue was dried carefully in vacuo to remove solvent and monomer residuals.
To separate the polymeric arms from the magnetic core, a 10% dispersion in toluene was
stirred vigorously with 1.0 M HCI aq. at room temperature until the black colour had changed
to bright yellow. The organic phase was washed with brine and the polymer was isolated
by precipitation in methanol. The polymeric fraction was dried and characterized by gel
permeation chromatography (GPC).

For the preparation of thermosensitive magnetic fluids, Fe;O4@PS particles were
transferred to cyclohexane by precipitation in methanol and washing several times with
cyclohexane in order to remove residues of methanol.
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2.2. Instrumentation

X-ray powder diffractograms were collected on a Huber G600 powder diffractometer (Cu Ko,
quartz monochromator). Crystallite sizes have been calculated from line broadening according
to the Scherrer equation [32] after correction for apparatus parameters. Elemental analysis
(EA) of washed and carefully dried functionalized particles was carried out with a Perkin Elmer
2400 (series 2) CHN analyser. The degree of functionalization was calculated from the carbon
content. Attenuated total reflection-infrared (ATR-IR) spectra were measured on a Nicolet FT-
IR-55XB spectrometer equipped with a Specac Golden Gate Heated Diamond ATR Top Plate.
Thermogravimetric analysis (TGA) experiments were performed with a Netzsch STA 449C.
The samples were measured with a heating rate of 5 K min~' under a nitrogen atmosphere in the
temperature range 20—-650 °C. The mass composition of dried hybrid particles was determined
based on the weight loss by thermal decomposition of the polymer fraction in the temperature
range 200-550°C. The polymeric shell of the core shell particles was characterized by gel
permeation chromatography (GPC) in tetrahydrofuran. The measurement system is based
on a Waters 510 pump, three (300 x 8) mm?> MZ Gel SDplus columns and a Waters 410
differential refractometer calibrated with polystyrene standards. Vibrating sample quasi-static
magnetometry (VSM) was performed on a Micro Mag vibrating sample magnetometer from
Princeton Measurements Corporation, with a field maximum of 1.3 x 10® A m~!. Induction
heating experiments were performed on a Huettinger High Frequency Generator TIG 5,0/300
equipped with a copper inductor (! = 50 mm, d; = 35 mm, n = 5) and operating at
300 kHz. The maximum induction power was 5.0 kW. Dynamic Light Scattering (DLS)
experiments were carried out with a Malvern HPPS-ET in the temperature range 17-75°C.
Hellma Suprasil precision cells 110-QS were used. The particle size distribution was derived
from a deconvolution of the measured intensity autocorrelation function of the sample by
the general purpose mode algorithm included in the DTS software. Each experiment was
performed three times.

3. Synthesis of magnetic core—shell nanoparticles

In this work, we report the synthesis of hybrid core-shell particles with inorganic
cores consisting of magnetite (Fe3O,4) surface-functionalized by carboxylic acid-terminated
polystyrene (PS) oligomers. The cores are selected to possess superparamagnetic behaviour,
while the polymeric shell serves as a stabilizing layer and affords the preparation of stable
particle dispersions. By choosing cyclohexane as the dispersion medium, magnetic fluids
are obtained that possess a critical solution temperature leading to a thermoreversible volume
transition of the hybrid particles. The UCST behaviour is attributed to the well-investigated
presence of a theta temperature of PS in cyclohexane at 34.5 °C [28].

Surface-initiated polymerization is a relatively new pathway for the preparation of
functional coatings and it has recently received much attention [21]. This technique is
based on the growth of polymer molecules at the surface of a substrate in situ from surface-
bound initiators. Consequently, covalently anchored end-tethered polymeric chains with
a high grafting density on the particle surface are formed, commonly referred to as a
polymeric brush [21]. For the presented hybrid particles, we chose the atom transfer radical
polymerization (ATRP) for the surface-initiated polymerization of styrene from colloidal Fe;04
particles [29], as it offers the advantage of a ‘living’/controlled mechanism leading to ideally
linear chains with low polydispersity (meaning uniform chain length of the individual chains)
and good control on the molecular weight, combined with vast tolerance towards the reaction
conditions [30].
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Scheme 1. Synthesis scheme of magnetite-cored polymer brushes.
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Figure 1. X-ray diffractogram of bare magnetite nanoparticles and correlated hk/-indices.

For the preparation of magnetic particle-cored polymeric brushes, we developed a three-
step process. It consists of the precipitation of magnetite nanoparticles with a volume-average
diameter of about 12 nm, the chemical modification of the particle surface by chemisorption of
a functional carboxylic acid bearing a polymerization initiator, and finally grafting polymeric
arms from the particle surface by the polymerization of a suitable monomer (see scheme 1).

To indicate the success of the synthetic pathway, careful characterization of the particles
at different stages of the process was required. After alkaline precipitation, the Fe;Oy
nanoparticles cores obtained were analysed by x-ray diffraction (XRD) analysis (see figure 1).
No crystalline phase other than Fe;O4 was detected [31]. Using the Scherrer equation [32],
we reproducibly calculated mean crystallite sizes of 12—13 nm from the line broadening of the
signals. The value corresponds well with volume-average core size calculated from VSM of
hybrid particle dispersions (see table 1). Furthermore, it was shown that the crystallite size does
not change significantly upon functionalization or polymerization.

A surface functionalization of the particles with an ATRP initiator is achieved by heating
the freshly prepared particle suspension in the presence of BMPA in order to chemisorb the
acid on the particle surface.

The successful functionalization can be demonstrated by ATR-IR (see figure 2). Spectra
of dried functionalized Fe; O, nanoparticles show several characteristic peaks in the fingerprint
region (v = 1465, 1402, 1375, 1107 cm™!) also found in ATR-IR spectra of the free acid.
In accordance with literature observations [33] we find a shift of 154 cm~! of the vibrational
absorption of the carbonyl double bond to lower wavenumbers and a decrease in intensity
in comparison to the spectrum of the free acid (v = 1702 cm™!) while the deformational
stretching absorption of the (CO)-O-H group (v = 1292 cm™!) vanishes, both indicating
bidentate chemisorption via the carboxylate group [33].

Quantification of the particle surface functionality is possible by means of elemental
analysis (EA) indicating a functionality fi,j of 0.33 mmol g~
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Figure 2. IR spectra of as-precipitated FezO4 particles (dotted line), BMPA (dashed) and surface-
functionalized Fe3O4 particles (compact line).

Table 1. Composition of investigated Fe3;O4 @PS core—shell nanoparticles.

um® d.° M4 UME" dp® SLPh
Sample? (mass%) (nm) (gmol™') M, /M,° (mass%) (nm) Wg™h
Fe304@PS59 59 11.7 6110 1.33 15 54+7 474
Fe;04@PS52 52 11.6 6400 1.42 0.67 59+6 441
Fe;0,@PS49 49 115 10300 1.36 0.97 77+5 365
Fe;0,@PS37 37 133 10800 1.72 0.46 82+4 378
Fe;0,@PS25 25 134 22200 1.58 0.76 8746 454
Fe;0,@PS23 23 115 27800 1.18 0.41 103£7 465

4 Sample denotations: Fe3O4 @PS 1)

b Fe3 04 content of dry hybrid particles (TGA).

¢ Core diameter (VSM) derived from initial susceptibility.

4 Number-average molecular weight of polymer arms (GPC).

¢ Polydispersity index of polymer arms (GPC).

f Fe304 content in toluene-based magnetic fluids (VSM).

& Hydrodynamic diameter of the core—shell particles in toluene (DLS).
h Specific loss power in toluene at 300 kHz, 5.0 kW.

For the preparation of the stabilizing polymer arms via surface-initiated ATRP the
freshly synthesized and surface-functionalized nanoparticles are used as macroinitiators (see
scheme 2). Grafting from ATRP of styrene is used to form a polymeric shell around the
magnetic particles. The system used consists of CuBr as a catalyst and 4, 4'-dinonyl-2,2’-
bipyridine as a ligand. Polymerization is carried out for 5 d at 70 °C in toluene.

The composition of the hybrid core—shell particles was investigated by means of
thermogravimetrical analysis (TGA), giving the mass ratio of thermally decomposable
polymeric fraction and Fe;O4 cores (see table 1). Thereafter, the hybrid particles contain up to
59 mass% of Fe;Oy.

Additionally, the polymeric fraction was investigated by gel permeation chromatography
(GPC) after acidolysis of the magnetic core. Biphasic conditions were chosen to prevent the
polymeric chains from degradation by acidolysis, and linear PS was treated by the same method
to ensure no significant change of the molecular weight by the treatment. The number-average
molecular weights M, range from 6 100 to 27 800 g mol ! and show an increase with higher
polymer content of the hybrid particles, showing the potential to alter the chain length by
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Fe?* (aq) + 2Fe** (aq) + 4H,0

NH; (aq)
1. Precipitation 3

-8H*

oFes 4
\

2. Functionalization

MeOH

Toluene 70 °

3.ATRP CuBr / dNbpy I \/@
Fe,0,@ps = Br

Scheme 2. Synthesis of Fe3;O4 @PS magnetic nanoparticles by surface-initiated ATRP of styrene.

varying the amount of added monomer. The polymer fractions showed polydispersity indices
M, /M, of 1.2-1.7, in agreement with a fairly good control on the surface-initiated ATR
polymerization.

Figure 3 shows the dependence of M, on the mass ratio of PS and Fe;O4 content. A
linear relationship is obtained, demonstrating that the functional particles serve as the initiating
species for the polymerization. From the slope of the graph, the efficient initiation functionality
f of the particles is calculated as (0.13 & 0.02) mmol g~!. Compared to the result for fi,; as
obtained by EA (see above), it can be concluded that not all of the surface-attached tertiary
bromine groups are involved in the initiation process. At the same time, the axis intersection of
the linear fit is close to zero, indicating the absence of significant amounts of initiating species
in the crude monomer/solvent/catalyst mixture.

Taking into account the average surface area of approximately 470 nm? of an ideal
spherical particle with a diameter of 12 nm, the result indicates a chain density of
0.8 chains nm ™2 or approximately 400 polymer chains per particle.

4. Magnetic fluids based on Fe;04@polystyrene

The hybrid particles obtained, consisting of a Fe;O,4 core and a grafted polymeric shell, are
well dispersible in toluene and benzene and are stable for several weeks. It is assumed that the
grafted arms serve as the stabilizing component that prevents the particles from agglomeration
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Figure 3. Molecular weight M,, of polymer arms versus mass ratio polystyrene/magnetite (iups =
100% — M) of dry nanoparticles. The slope of the linear fit gives the chain density f; per gram
Fe304 with f; = (0.13 & 0.02) mmol g~

due to van der Waals and magnetic dipole—dipole attractive forces. A thermoreversible
dispersibility of the particles is detected in cyclohexane due to a critical solution behaviour
of the polymeric shell (see below).

To support the architecture of the hybrid particles sketched in scheme 1, comparative
experiments were carried out by polymerizing styrene in similar conditions, but in the presence
of unfunctionalized Fe;O4 nanoparticles with and without the addition of 1,1-dimethylethyl (2-
bromo-2-methylpropionate) as an alternative initiator. No peptization of the particles could be
achieved in these experiments, showing the essential surface attachment of the polymer arms
for effective stabilization.

The presented magnetic fluids are carefully characterized by quasi-static vibrating
sample magnetometry (VSM), dynamic light scattering (DLS) and experiments on magnetic
heatability.

The dispersions show superparamagnetic behaviour in VSM experiments with low
coercitivity values (<0.6 kA m™) (figure 4) [34]. The saturation magnetization and initial
susceptibility obtained from the experiments give information on the Fe;O, content and the
volume-average magnetite core size, respectively (see table 1). Fe;O4 contents between 0.41
mass% and 1.5 mass% are detected for the magnetic fluids in toluene. The good agreement with
the core diameter of about 12 nm with XRD results indicates that the particle cores respond
individually to the magnetic field.

In order to obtain more information on the hydrodynamic behaviour of the particle
dispersions and to investigate the role of the stabilizing shell, DLS experiments were carried out
in dilute toluene dispersions. We observed an increase of the hydrodynamic particle diameter
dy, of Fe;04@PS hybrid particles dispersed in toluene with the polymeric arm length given by
M, (figure 5). Compared to the theoretical relationship given by the simple model of ideally
stretched polymer chains [26]

Inax = d, +2< M ) )
max — Hc MMono Mono

with [« particle diameter according to the contour model, d.: core diameter, M,: number-
average molecular weight of the polymer arms, Myono: molecular weight of the monomer unit,
IMono: length contribution of a monomer unit according to the contour model, represented by
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Figure 5. Hydrodynamic diameter d (DLS) versus molecular weight M, of the polymer arms
(GPC) for Fe304 @PS hybrid particles in toluene (), compared to theoretical values for fully
stretched polymer chains (dotted line).

the dotted line in figure 5, it is found that the discrepancy between experimental and theoretical
values is smaller for Fe;O4 @PS particles with short polymer chains, indicating that the chains
are indeed in a highly stretched state. In comparison, the higher discrepancy for Fe;04@PS
hybrid particles leads to the assumption that a more coiled state is found for longer chains [11].

As pointed out above, the dispersibility of the hybrid brush particles is mainly ruled by
the quality of the solvent used as the carrier fluid. If a solvent with lower solubility for the PS
arms is chosen, a poor dispersibility is observed. Of particular interest are carrier fluids with
a thermoreversible solubility with the polymeric shell, as is the case for cyclohexane with its
theta temperature T for PS at 34.5 °C. Below Tg, the particles show a poor dispersibility due
to the formation of polymer-mediated aggregates, whereas by rising the temperature above T,
the polymer arms become more strongly solvated and act as effective steric stabilizers against
the agglomeration of particles. A fully reversible upper critical solution behaviour (UCST) is
observed. Consequently, the hybrid particles form stable magnetic dispersions in cyclohexane
above a critical solution temperature 7.. As seen in figure 6, we observe the typical response
of a magnetic fluid under the influence of a permanent magnet above T-.
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Figure 6. (a) Schematic behaviour of polymer brush particles in thermoreversible magnetic fluids.
(b) Photographs of Fe304@PS37 in cyclohexane. The particles precipitate below T¢ (at 20°C,
left-hand side). A particle dispersion is formed above 7¢ (at 50 °C, right-hand side) that reacts
collectively under the influence of a permanent magnet.
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Figure 7. Hydrodynamic diameters versus temperature for Fe304 @PS core—shell nanoparticles in
cyclohexane: Fe3zO4 @PS59 (triangles), FezO4 @PS37 (circles) and Fe3O4 @PS25 (squares).

The corresponding critical temperature can be investigated in turbidity experiments, and
transitions can be observed ranging from 35 up to 60 °C. Although it may be concluded that T,
increases with increasing arm length and particle concentration, the exact dependence is under
investigation.

For cyclohexane-based dilute particle dispersions of 0.1 mg ml™!, the transition between
an agglomerated state and dispersion of single particles upon temperature rise is shown in DLS
experiments.

The results of the peak diameter against temperature are presented in figure 7 for three
Fe;04@PS samples in cyclohexane. Below 30-40°C, particle diameters of some hundred
nanometres are obtained that can be attributed to the formation of agglomerates. At higher
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Figure 8. Magnetic heating measurements of magnetic fluids based on Fe304 @PS hybrid particles
in toluene.

temperatures, the diameter decreases until particle sizes are observed which are in agreement
with values found in toluene at ambient temperature, or slightly higher in the case of
FC3 04 @PS25.

Magnetic fluids hold the potential to convert magnetic energy into heat due to relaxational
and hysteresis effects [2, 3]. We are interested in this property, as it offers the opportunity
to activate thermal property changes within an accordingly designed materials system. In
this context, the specific loss power of Fe;O,@PS dispersions in toluene and cyclohexane are
investigated. A vacuum isolated glass sample container is placed in the middle of an induction
coil. A high frequency magnetic field of 300 kHz is applied to the sample and the sample
temperature versus time is measured (see figure 8). At the beginning of the measurement,
a linear relationship between temperature and time is observed. The slope decreases with
time due to heat exchange with the environment. Higher mass contents of the fluids lead to
faster heating. Taking into account the heat capacity and the magnetite content of the system,
the specific loss power (SLP) is calculated from the initial slope. SLP values between 36.5
and 47.4 W ¢! are found, with no direct correlation to the shell thickness or the magnetite
content of the fluids. This may be attributed to the expected Neelian relaxation mechanism [35],
independent from the magnetic core’s outer mobility, and thus the hydrodynamic volume of the
hybrid particles.

Accordingly magnetic heating curves are obtained for particle dispersions in cyclohexane,
with no influence of the thermal transition on the curve being observed. It may be assumed that
the magnetic heatability of the particles is not affected by the state of the polymeric shell.

Future experiments on the incorporation of catalytically active groups to the polymeric
shell will show if magnetic dispersions based on Fe;O4 @PS hybrid particles can be of use in
switchable catalytic systems.

5. Recent achievements in thermosensitive magnetic fluids

5.1. Shell polymers and polymerization mechanisms

Our former works [22-24] show that by applying the synthetic pathway to other polymeric
systems, magnetic nanoparticles with a tailored polymeric shell concerning composition and
thickness are accessible. We realized hybrid magnetic particles with shells composed of
poly(2-methoxyethyl methacrylate) (PMEMA), being dispersible in polar solvents like DMF
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Scheme 3. Synthetic pathways for the preparation of FezO4 @PCL and Fez;04 @PMEMA magnetic
polymer brushes. Reproduced with permission from reference [24]. Copyright 2006 Oldenbourg.

and DMSO, and of poly(e-caprolactone) (PCL), dispersible in less polar organic solvents like
toluene and chloroform (see scheme 3).

PCL-coated magnetite nanoparticles (Fe3;04@PCL) were prepared by surface-initiated
ring-opening polymerization of e-caprolactone monomer [22]. PCL was chosen as the shell
material due to its solution properties and the well-known polymerization behaviour allowing
direct control of the polymeric arm length. An additional feature is the good biocompatibility
of PCL, being attractive for biomedical applications.

For the preparation of magnetite particles coated with PMEMA (Fe;Os@PMEMA), a
synthetic route via ATRP was applied [23]. PMEMA shows solubility in polar solvents like
DMF and DMSO, and MEMA is copolymerizable by ATRP with various (meth)acrylates and
(meth)acrylamides.

Careful characterization of the particles at different stages of the process by XRD, ATR-IR,
TGA, VSM and TEM has been described in detail recently [22, 23], together with the results
of the investigation of the polymeric fraction by analytical methods in solution ('H-NMR and
GPCQ) after acidolysis of the magnetic core. Table 2 summarizes the composition of various
core—shell particles with a Fe;O4 mass fraction py between 10% and 40%. The findings
indicate a direct linear correlation between the polymer arm length as given by the molecular
weight and the polymer-to-magnetite ratio that can be assigned to the surface-initiated growth
of the chains for both types of hybrid particle. The slope of the linear plot ppcr.//um against
M, leads to a chain density f; of 0.83 mmol g~' for particles of the Fe30, @PCL-type, while
for Fe304@PMEMA particles, a chain density of 0.26 mmol g~! is calculated.

TEM images of DMF-cast Fe;0,@PMEMA particles (see figure 9) confirm the
architecture of the obtained core—shell particles. Strongly contrasting, nearly spherical
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Figure 9. TEM image of Fe;04 @PMEMA 18 hybrid particles. Inset: core size distribution (TEM,
n = 76). Reproduced with permission from reference [23]. Copyright 2006 American Chemical

Society.

Table 2. Composition of investigated Fez 04 @PCL and Fe3; 04 @PMEMA core—shell nanoparticles.

NMb d.* Mnd MMFf

Sample? (mass%) (nm) (gmol™') M, /M,®  (mass%)
Fe;04@PCL40 40 12.4 1500 3.85 35
Fe;04@PCL25 25 12.1 3500 2.25 1.3
Fe;04@PCL20 20 12.2 4900 2.06 0.67
Fe;04@PCL13 13 11.9 7100 2.07 0.57
Fe;04@PCL10 10 12.5 12300 1.89 0.39
Fe;04, @PMEMA43 43 11.8 11000 1.85 3.0
Fe;04,@PMEMA30 30 12.9 16 800 3.09 1.0
Fe;0,@PMEMA18 18 n.d. 30900 2.16 n. d.
Fe;0,@PMEMAIL6 16 122 35100 2.15 0.48

% Sample denotations: FezO4 @polymer ip.

b Fe304 content of dry hybrid particles (TGA).

¢ Core diameter (VSM) derived from initial susceptibility.

4 Number-average molecular weight of polymer arms (GPC).
¢ Polydispersity index of polymer arms (GPC).

 Fe304 content in toluene-based magnetic fluids (VSM).

magnetite cores with a number-average diameter of 10.8 nm can be clearly distinguished from a
closed polymeric shell. Within the observed small particle aggregates that are possibly formed
during sampling, the single magnetite cores are mostly visibly separated by a PMEMA shell.
We estimate a polymer layer thickness of 3—5 nm, independent of the individual core size.
The dispersion properties of the magnetic fluids obtained were studied by DLS [24], and
we found an increase of the hydrodynamic particle diameter with the polymeric arm length for
both types of magnetic brush particle in dispersion (see figure 10). While the main peak of
the number-average diameter distribution can be assigned to particularly dispersed particles,
a considerable amount of agglomerates is detected as a shoulder or high diameter fraction
for particles with high polymer content and long chains. This is predominantly the case in
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Figure 10. Hydrodynamic particle diameter d}, distribution of Fe3O4@PCL particles dispersed in
toluene (a) and Fe304 @PMEMA particles in DMF (b). Reproduced with permission from [24].
Copyright 2006 Oldenbourg.

dispersions of Fe;04@PMEMAI16, Fe;04@PCL13 and Fe;0,@PCL10. It can be assumed
that the agglomeration occurred due to entanglement of the polymeric arms and/or partial
crosslinking reactions between individual particles during polymerization at high monomer
conversions.

5.2. Magnetic heating

In magnetic heating experiments, a similar behaviour was observed as described for Fe;0, @PS
dispersions in toluene (see section 3). From the initial slope, d7/d¢ is determined and plotted
against the magnetite content of the fluids (see figure 11).

A linear relationship between the loss power ¢, - dT'/dt and py is observed. The slope
of the graphs is the specific loss power (SLP). For Fe;0, @PMEMA-based fluids, the SLP
of the magnetite cores is calculated to the 51.9 W g~! and for the Fe304@PCL-based fluids
27.5 W g~ ! is found. These values are independent of the shell thickness, indicating a Néelian
relaxation mechanism [35]. The difference between the SLP of PMEMA- and PCL-based
materials may be attributed to different core batches used in the synthesis of the two systems.

5.3. Magneto- and thermoresponsive effects

Thermoreversible magnetic fluids are obtained by dispersing Fe;O4 @PMEMA particles in
methanol, and similarly of Fe;04@PCL in dimethylsulfoxide (DMSO). A similar behaviour
is observed as for Fe;O4@PS particles in cyclohexane due to the existence of a UCST.

For the PMEMA-capped particles an inverse dependence of 7t on the molecular weight
can be detected. T varies between 21 and 39 °C. Figure 12 shows the corresponding turbidity
experiments.
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Figure 12. Relative transmittance versus sample temperature 7 of Fe3;O4 @PMEMA
suspensions in methanol in turbidity experiments; compact line: Fe304 @PMEMAA43, dashed:
Fe304 @PMEMAS30, dotted: Fe3;04 @PMEMA 18, dash—dotted: Fe;04 @PMEMA16. Reproduced
with permission from [23]. Copyright 2006 American Chemical Society.

A proof of concept, that it is possible to induce the release of a probe from
suspensions of loaded particles by magnetic heating, is given for Fe;O4@PCL particle
dispersions in DMSO. This is shown in figure 13 for Fe30,@PCL10 (1 mass% in DMSO)
loaded with the solvatochromic dye 1-methyl-4-[2-(4-oxocyclohexa-dienylidene)ethylidene]-
1,4-dihydropyridine (p-MOED) (1.7 mass% load). A clear change of colour due to the release
of the dye upon passing the UCST is observed between 36 and 42 °C. It is obvious that this
concept may be of interest for drug release applications.

6. Summary

This report describes the synthesis of nanoscopic Fe;Oy4-cored polymeric brushes and the
properties of novel thermoreversible magnetic fluids based thereon.

The synthesis has successfully been performed by surface functionalization of Fe;O4
nanoparticles and subsequent surface-initiated ATRP of styrene. We verified the synthetic
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Figure 13. Release of p-MOED from loaded Fe3O4 @PCL hybrid particles in DMSO by magnetic
heating (see text).

pathway and the proposed architecture of the particles by careful characterization of the hybrid
materials. A high grafting density and an adjustable shell thickness given by M,, of the tethered
chains are found.

The hybrid particles can be peptized in good solvents for the polymeric shell, like toluene
or benzene, up to 1.5 mass%. In these magnetic fluids, the polymeric brush shell serves as
stabilizing layer, and no additional stabilizing agent is needed. The hydrodynamic diameter dj,
of the 12 nm Fe;04 cores can thus be tailored by the polymer arm length M,,. The resulting
ferrofluids show superparamagnetic behaviour in quasi-static magnetization experiments and
magnetic heatability in an oscillating magnetic field.

A thermoreversible dispersibility is observed in cyclohexane with a UCST-like behaviour
around 34°C. The thermoreversibility can be attributed to the theta temperature of PS in
cyclohexane at 34 °C.

The presented synthetic pathway was recently applied to other monomers suitable for
surface-initiated polymerization, and offers a method to prepare ferrofluids with tailored
properties by the introduction of a well-defined, surface-attached polymeric stabilization layer.
We realized hybrid particles that are well dispersible in DMSO and DMEF, or toluene and
chloroform, respectively. Thermoreversible dispersibility with UCST behaviour is found for
Fe; 04 @PMEMA particles in methanol, and for PCL-coated particles in DMSO. The effect has
been shown to be useful for the release of a solvatochromic probe from loaded particles by
exposition to an alternating magnetic field.

The presented combination of thermoresponsive polymers with the properties of magnetic
fluids, together with tailorable hydrodynamic diameter and critical temperature, may contribute
to the development of easily recoverable polymer-supported magnetic separation kits and
catalytic systems. Additionally, they are of interest as model fluids for the examination of
relaxation behaviour and magnetic particle interactions.
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Multifunctional nanocarriers for amino functional targets with a high density of accessible binding sites
are obtained in a single polymerization step by grafting-from copolymerization of an active ester
monomer from superparamagnetic cores. As a result of the brush-like structure of the highly dispersed
shell, the nano-objects exhibit an available capture capacity for amines that is found to be up to two
orders of magnitude higher than for commercial magnetic beads, and the functional brush shell can
serve as a template for many types of pendant functional groups and molecules. As comonomer,
oligo(ethylene glycol) methacrylate allows for excellent water solubility at room temperature,
biocompatibility, and thermoflocculation.

We demonstrate the biorelated applicability of the hybrid nanoparticles by two different approaches.
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In the first approach, the immobilization of trypsin to the core-shell nanoparticles results in highly
active, nanoparticulate biocatalysts that can easily be separated magnetically. Second, we demonstrate
that the obtained nanoparticles are suitable for the effective labeling of cell membranes, opening a novel
pathway for the easy and effective isolation of membrane proteins.

Keywords: active ester monomers, biolabelling, thermoflocculation, core-shell nanoparticles;

biocatalysis

Introduction

Using colloidal supports for bioactive species has enabled important advances in biotechnology,
medical diagnostics, drug screening and other areas of actual interest. In in vitro as well as in in vivo
environments, the substrate can introduce or facilitate the feasibility to detect, quantify, localize or
separate biologically active species.

In this respect, superparamagnetic carriers actually attract high attention as they enable the
visualization, manipulation and activation of labelled species by the use of properly designed magnetic
fields. Examples for the wide applicability of magnetic colloids in the bioscience include contrast agents
for MRI, magnetic separation kits, and therapeutic approaches like magnetic fluid hyperthermia and
active drug delivery.'

When designing an immobilization matrix, a range of factors such as density and accessibility of
binding sites, their microenvironment and mobility strongly influence the intensity of interaction and the
effectiveness of the binding event.” In this respect, the question of size relevance is non-trivial. In
general, small carriers in the nanometer range are superior in terms of accessible surface, their mode of
interaction with cells and proteins, and higher mobility with respect to diffusion and cell uptake. In
contrast, concerning the ease of detection and separation, micrometer-sized solid supports have clear
advantages over smaller structures, and show higher effectivity for their isolation by centrifugation or
filtering methods. In the case of magnetic structures, micron-sized beads can possess a higher magnetic

moment, thus enhancing magnetophoretic mobility, magnetic contrast and heatability in HF fields.



Reversible thermoflocculation of magnetic colloids by encapsulation with thermoresponsive polymers
as a strategy to overcome this gap has been proposed already in the 90s.® While latexes or microgels
containing magnetic nanoparticles are relatively easy dispersed at the application temperature, they
possess agglomeration at a temperature range above or below, caused by a thermosensitive solvation
behavior of the polymer component. As the latter, poly(N-isoacrylamide) PNiPAAm is frequently
employed,®'’ although the LCST-type flocculation temperature of 32 °C does not allow good particle
dispersion at body temperature, and furthermore the polymer tends to unspecific protein adsorption. As
an alternative, just recently beads based on acryloyl glycinamide copolymers with UCST behavior that
flocculate below 10 °C have been developed and commercialized.'"'?

In order to provide an increased versatility in terms of protein interaction, thermal behavior, and
particle mobility, hydrophilic coatings with controlled polymer architecture and easily tuneable
parameters are needed. The formation of a polymer brush on the surface of single nanoparticles has
proved to be a valuable tool for the design of single-cored hybrid structures with tailored dispersion
behavior.”'*"? The advances of a brush shell architecture are a high density of end-tethered chains, a
shell thickness that is adjustable by the polymer arm length, and a greatly increased accessibility of the
chains by solvent molecules and reactants as compared to latex beads or crosslinked microgels.
Magnetic Polymer brushes with thermoflocculation behavior have been reported for organic solvents by
our group.'” Lately, hydrophilic brush shells have been described,”®*' for instance prepared by a
“grafting to” approach of tailored copolymers from oligo(ethyleneglycol) methacrylates with adjustable
and narrow flocculation temperature and low unspecific adsorption.”%

Here, we report the design and application of single-cored hybrid magnetic core-shell particles that
carry a high number of reactive groups in a single polymerization step. The polymer brush shells are
prepared by a grafting from (surface-initiated) atom transfer radical polymerization. By
copolymerization of a monomer with active ester functionality, we are able to introduce a high density
of accessible functional groups that facilitate the nucleophilic attack of amine-terminated moieties. This

way, not only is the extra functionalization step avoided, but the polymer becomes a template for many



types of pendant functional groups and molecules. While the controlled polymerization of active ester
monomers in solution has frequently been reported, there are few reports of those polymers grafted from

. 2425
solid surfaces.”™

We demonstrate that this strategy results in a high specific number of binding sites,
being up to two orders of magnitude higher than for magnetic bead structures.

Their versatile application is demonstrated on two examples. By reacting the active ester-functional
moieties with trypsin, we result in magnetically supported biocatalysts for protein scission that provide
quasi-homogeneous reaction conditions at body temperature, and easy separation at elevated
temperatures. Second, the successful capture of membrane proteins by active-ester bearing particles has

been demonstrated for endothelial cells in vitro, being of use for future applications of membrane

protein characterization.

Results and discussion
Functional magnetic core-shell nanoparticle synthesis
Based on our recent results on the surface-engineering of superparamagnetic nanoparticles with

18192627 (we developed a synthetic pathway to active ester-functional magnetic core

polymer brush shells,
shell nanoparticles. Starting from citrate-stabilized, highly magnetic iron oxide particles (FeOy) in
water, we modify the particle surface with an ATRP initiator. These macroinitiators are then used in the
following surface initiated ATRP to result in magnetic hybrid particles.

More precisely, the synthesis of FeOy nanoparticles is carried out by alkaline coprecipitation of
iron(II) and iron(IIT) chloride leading to magnetic colloids with an average diameter of about 11 nm . By
surface attachment of citric acid, a stabilization of the nanoparticles in water is obtained due to
electrostatic repulsion.”® Figure 1 a shows a TEM image of the obtained small, spherical FeOx-
nanoparticles.

In order to functionalize the nanoparticle surface with benzylic chlorine atoms for the initiation of

ATRP, (p-chloromethyl)phenyltrimethoxysilane (CPTMS) is attached via ligand exchange to the

particle surface, and a crosslinked silica shell monolayer is formed caging the magnetic core due to



condensation of the silanol groups.*® The initiator density is calculated from elemental analysis (EA) at
0.64 mmol-g™' indicating good conditions for an effective initiation and high grafting density.

OEGMA with an average number of ethylene glycol repeating units of 4.4 and methoxy end group
(M, = 290 g'mol™) is used as main monomer to generate a hydrophilic polymer shell that shows a
critical solution behavior in water leading to magnetic polymer brushes with thermoresponsive
dispersion behavior at around 65 °C. The biocompatibility of poly(ethylene glycol) derivates is helpful

to obtain nanoparticles accepted for use in in vitro biological systems.

n

H,O: -3 MeOH CuBr/bpy; DMSO
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Scheme 1: Synthesis of FeOx@P(OEGMA-co-SIMA) magnetic polymer brush particles by surface

initiated ATRP.

The direct introduction of carboxy functions to the polymer shell by surface-initiated ATRP involving
(meth)acrylic acid is hindered by catalyst poisoning, resulting in a loss of reaction control.”’ To
overcome this, the protection of the carboxy group is useful,” and in our approach, we employed
succinimidyl methacrylate (SIMA) as a methacrylic acid derivative suitable for ATRP.***? In model
copolymerization experiments in solution, we proved the copolymerization behavior of the two
monomers by analyzing the comonomer ratio and PDI at different stages of the polymerization.

Comonomer conversion during polymerization was normally between 80 % and 100 %. The results of



the copolymerization experiment are particularly important due to the fact that the respective hybrid
particles are not accessible to solution NMR. The results are summarized in the supporting
informations. We found a constant comonomer ratio throughout the course of the reaction in all runs
and a narrow molar mass distribution at SIMA contents < 40 mol-%. The copolymer composition is
adjustable by the molar ratio of the monomers (s. supporting information). Furthermore, the
succinimidyl ester function remains stable under the conditions of polymerization, as proven by NMR
and IR, and can be used as an active ester in the amide formation for the nucleophilic attack of primary

. 32
amines,’"”

while OEGMA as the main comonomer determines the solution properties. For model
copolymers up to 30 mol-% SIMA fraction, we have found high water solubility and a lower critical

solution behavior, in which the critical solution temperature 7. decreases with increasing SIMA content.

Figure 1. TEM images of a) FeOy nanoparticles electrostatic stabilized by citric acid; b) FeOy

nanoparticles after surface-initiated ATRP.

Magnetic polymer brush particles containing active-ester units have been prepared by surface-
initiated copolymerization of SIMA and OEGMA from CPTMS-modified FeOx-nanoparticles via
ATRP in dimethylsulfoxid (DMSO).

After 24 h, black viscous DMSO-based magnetic fluids are obtained. The success of the surface-
initiated ATRP is qualitatively analyzed by transmission electron microscopy (TEM) and ATR-IR
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spectroscopy. A TEM image (s. figure 1b) of the obtained nanoparticles visualizes strongly contrasting
FeOy cores surrounded by less contrasting polymer shells. The small nanoparticles are separately
covered with a polymer layer of an average thickness of 3 nm independent of the core size.

ATR-IR spectra (s. figure 2) of the dry FeOx@P(OEGMA-co-SIMA) nanoparticles feature signals
relating to the vibrational absorption of polymeric methyl and methylene groups (v = 2800 cm™ - 3050
cm’™), carbonyl double bond (v = 1722 cm™), C-O deformation (v = 1099 cm™) and N-O deformation (v
= 1025 cm™) clearly reveals the presence of PCOEGMA-co-SIMA). The three distinct peaks at v = 1807
cm’, 1778 cm™ and 1722 cm™ are characteristic of the vibrational absorption of the three carbonyl
double bonds of the SIMA function, indicating that the succinimidyl ester is still existent and neither
hydrolized nor deactivated.”® From the carbon content obtained by elemental analysis (EA), a mass

content of copolymer between 40 mass-% and 52 mass-% is calculated (s. table 1).

trypsin |

rel. transmission —

4000 3000 2000 1000
wavenumber 1/ cm”

Figure 2. ATR-IR spectra of FeOx@P(OEGMA-co-SIMA)25; trypsin, and trypsin-functional core-shell

particles FeOx@POEGMA-trypsin (dry powders).

The hydrodynamic diameter of the core-shell nanoobjects in aqueous dispersion can be detected by
dynamic light scattering (DLS). Compared to electrostatic stabilized particles, and to CPTMS
functionalized particles with a volume-average hydrodynamic diameter dy of 19 nm and 26 nm

7



respectively, the size clearly increases for PCOEGMA-co-SIMA) coated nanoparticles to values between
47 nm and 79 nm, resulting from the formation of a polymer brush shell. It strikes that two of the runs,
that is FeOx@P(OEGMA-co-SIMA)25 and FeOx@P(OEGMA-co-SIMA)15, show higher values for d
in comparison to the other investigated samples, although the polymer fraction is not differing too much
from the other batches. We assume the reason for that is the employment of different initiator particle

batches in these runs, possibly resulting in difference in chain density on the surface.

Table 1. Composition of the investigated FeOx@P(OEGMA-co-SIMA) core-shell nanoparticles®

Up M, UMF d. ah T.
sample® % Am’ % nm nm °C
FeO,@P(OEGMA-co-SIMA )25 40.4 2000 214 121 79 594
FeOx@P(OEGMA-co-SIMA)20 49.9 1520 1.54 103 47 57.8
FeOx@P(OEGMA-co-SIMA)15 41.3 2280 233  12.0 73 60.8
FeOx@P(OEGMA-co-SIMA)10 52.1 1490 1.51 104 49 57.9
FeOx@P(OEGMA-co-SIMA)5 43.9 1890 191 104 48 -

*sample annotations: FeOx@P(OEGMA-co-SIMA)xy, with xy= theoretical molar SIMA content in the
copolymeric shell; xp = mass content of copolymer in the particles (EA); M, = saturation magnetization
of saturated DMSO particle dispersions (VSM); umr = mass content of FeOy in saturated DMSO
dispersion (VSM); d, = volume average core diameter (VSM); dj, = hydrodynamic diameter (DLS); 7, =
critical solution temperature (cloud point photometry, CPP) of partly hydrolyzed particles.

The quasi-static magnetic properties of FeOx@P(OEGMA-co-SIMA) dispersions are investigated by
vibrating sample magnetometry (VSM) experiments. Figure 3 shows a characteristic magnetization
loop. The sigmoidal shape with low coercivity values (< 0.6 kA-m™) is attributed to superparamagnetic
behavior of the core-shell nanoparticles. The saturation magnetization obtained from the experiments

indicates a FeOy content between 1.5 and 2.3 mass-% according to the Langevin equation, and by using



the initial susceptibility ¥ from the graphs slope at H = 0, the volume-average core diameter can be

calculated to values between 10.3 nm and 12.1 nm (s. table 1).”

N
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Figure 3. VSM loop of saturated magnetic fluid based on FeOx@P(OEGMA-co-SIMA)15 nanoparticles

in DMSO (zavir = 2.33 mass-%).

Zeta potential measurements on aqueous particle dispersions indicate low surface charges below +- 5
mV in a pH range between 3 and 8, and a poor pH dependence. The results therefore confirm the
predominantly unchanged polymer shell in this pH range,. However, when the pH is raised further, the
zeta potential drops to -30 mV, indicating a hydrolysis of part of the active ester groups to carboxylate

units in accordance to literature reports on the hydrolytic stability of n-succiminidyl esters.**’

(see
Supporting Information).

In this context, the results of cloud point experiments performed on more concentrated particle
dispersions as shown in Fig. 4 have to be interpreted carefully. A sudden decrease in the relative
transmittance 7 is detected between 56 °C and 64 °C, caused by the increasing turbidity of the dispersion
due to agglomeration and precipitation of the nanoparticles. This process is fully reversible and can be

attributed to the lower critical solution temperature (LCST) of the OEGMA units of the polymer shell in

water.”> In contrast to what is found for model copoymers (see Supporting Infoemation), the optically



determined critical solution temperature 7. of the phase separation shows only a weak dependence on
the initial SIMA content of the copolymer shell (see table 1). As earlier results indicate a similar
thermoresponsive solution behavior of POEGMA derivatives immobilized on flat or nanoparticular

: L2234
surfaces as compared to linear soluted chains,?*****

we attribute this to the occurrence of hydrolysis of a
considerable part of the hydrophobic active ester groups during sample preparation.

In the agglomerated state above the LCST, simple permanent magnets with magnetic field gradients
below 50 mT/cm are sufficient to separate the magnetic polymer brush particles from the carrier
medium. We show below that this behavior is of use for the easy magnetic separation of amino-
functional probes and magnetically labeled biomolecules. In this respect it is of interest to note, that the

agglomeration temperature can be adjusted by copolymerization in a wide range including temperatures

acceptable for biomolecules and biological species. We focus on this issue in our upcoming paper.
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Figure 4. Relative transmittance 7 vs temperature 7 of (partly hydrolyzed) FeOx@P(OEGMA-co-

SIMA)20 (compact line) and FeOx@POEGMA (dashed line) suspensions in water in CPP experiments.

Determination of Particle Functionality by Amination
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To investigate the (protected) COOH functionality and the binding capacity of FeOx@P(OEGMA-co-
SIMA) nanoparticles for primary amines, the capture of benzylamine (BzA) as a model substance from
aqueous solution is examined. For this purpose, BzA solutions of different concentration are mixed with
HEPES-buffered FeOx@P(OEGMA-co-SIMA) particle dispersions and stirred at room temperature. In
addition, a solution of 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC) and N-
hydroxysuccinimide (NHS) is added to reactivate hydrolyzed SIMA functions. On completion of the
binding reaction over night, the BzA functionalized nanoparticles are magnetically separated from the
carrier medium. The residual BzA in the carrier medium is quantified by ninhydrin reaction to

Ruhemanns purple, and subsequent detection by UV spectroscopy (s. Scheme 2).>%’

AL BRI BERE
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Scheme 2: Scheme of the quantification of amine separation by FeOx@P(OEGMA-co-SIMA) particles;
(1) separation of magnetic brush particles at T > LCST after amination, and (2) staining of residual

amine in the supernatant with ninhydrin to Ruhemanns purple and quantification by UV spectroscopy.

Figure 5 (a) compares UV spectra of two supernatants and magnetic amine separation by
FeOx@P(OEGMA-co-SIMA)20 nanoparticles, and by FeOx@POEGMA nanoparticles without active
ester or carboxy groups in the polymeric shell, after ninhydrin reaction. As a reference, the UV
spectrum of the basic 2.5 mM BzA solution after ninhydrin reaction without magnetic separation
treatment is also shown. All spectra indicate the presence of the adduct by the presence of two

absorption maxima at 400 nm and 568 nm for all samples. As evident, the spectra of the reference BzA
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absorption A - A

solution and the BzA solution after magnetic separation with FeOx@POEGMA nanoparticles are almost
matching, indicating a comparable adduct concentration in both samples, and consequently the absence
of unspecific binding of BzA to the nanoobjects that do not show active ester groups.

In contrast, when active ester bearing FeOx@P(OEGMA-co-SIMA)20 nanoparticles are employed in
the separation, the UV absorption after magnetic amine separation and ninhydrin reaction is

significantly reduced in comparison to the reference solution.
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Figure 5. (a) UV spectra of residual BzA solution after ninhydrin reaction and magnetic amine
separation by FeOx@P(OEGMA-co-SIMA)20 (dotted line) and FeOx@POEGMA (dashed line)
nanoparticles in comparison to the primarily 2.5 mM BzA solution (compact line). (b) Concentration of
residual BzA in solution ¢, p,a after magnetic amine separation vs. quotient of initial BzZA concentration
copza and FeOyx concentration cre.ox; compact line: FeOx@P(OEGMA-co-SIMA)20; dotted line:

FeOx@P(OEGMA-co-SIMA)10; dashed line: FeOx@P(OEGMA-co-SIMA)S.

After suitable calibration, the absorbtion at the peak maximum (568 nm) is used to extract the amount
of residual BzA, c,p,a. By plotting c,p,a versus the initial BzZA concentration ¢ .4, normalized by the
magnetite concentration used for separation, cpcox (s. fig. 5 (b)), we observe linear graphs with an onset

on the x coordinate that can be used to calculate the particles functionality.
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For small initial BzA concentrations cop.a, virtually no residual agent ¢, p,a is detected, indicating
that below a certain concentration nearly the full portion of BzA is captured by the particles. For BzA
concentrations higher than this value, a sharp transition to a linear increase of ¢;p,a With copza/Creox,
giving creox as the slope, is detected. The intersections of the linear fits with the x-axis give the
maximum amount of BzA that can be captured by the given content of hybrid particles. From the
observed behavior, we may reasonably consider this value to be connected to the active ester
functionality of the core-shell particles. For the investigated samples FeOx@P(OEGMA-co-SIMA)?20,
FeO,@P(OEGMA-co-SIMA)10 and FeO,@P(OEGMA-co-SIMA)3, values for £ of 29.5 mmol-g™, 12.5
mmol-g” and 2.87 mmol-g" are obtained, reflecting the differing SIMA content in the polymeric shell
resulting from the polymerization conditions. In contrast, commercially available, carboxy- or active
ester bearing magnetic beads for magnetic separation typically show functionalities below 1 mmol-g™.**
Owed to their brush-like architecture, our hybrid core shell nanoparticles possess a superior binding
capacity of up to two scales higher, combined with quasi-homogeneous binding conditions in the highly

solvated polymer shell, and easy magnetic separation above the LCST temperature.

Magnetic biocatalysts by enzyme immobilization

The immobilization of biomacromolecules on magnetic carriers is of interest for separable
biocatalytic systems. For a proof of principle study, we successfully immobilized trypsin as a model
enzyme on the shell of FeOx@P(OEGMA-co-SIMA)15 nanoparticles. Figure 2 compares the ATR-IR
spectra of trypsin-functional nanoparticles FeOx@POEGMA-trypsin to free trypsin. In both samples, we
observe similar amide signals (v = 1620, 1578 cm™), and also the NH-signal (v = 3284 cm™) of the
trypsin peptide sequence is visible in both spectra. From the nitrogen content obtained by EA, the
amount of trypsin bound to the polymer surface of the nanoparticles is calculated to 1.1 umol-g™ or 26
mg-g”. This loading is higher than that of commercially available magnetic particles for the protein
binding with reported capacities between 1.5 mg-g” and 20 mg'g™".* On the other hand it is comparably

lower than calculated from the active ester functionality of the hybrid particles reported above. We
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ascribe this to the different molecules size between BzA, employed for active ester group evaluation,
and the protein, compared to the particle size and the proposed free volume between polymer chains.
With a molar mass of 23300 g'mol™ the molecule size of trypsin is in the same order as M, of the
surface immobilized polymer chains. Additionally, trypsin exhibits several amino groups within the

protein sequence so that several active ester bearing polymer arms bind one trypsin molecule.

NO,
0
H w0
N y H
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° /@
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Scheme 3: Reaction scheme of the enzymatic scission of BAPNA catalyzed by magnetically labeled

trypsin (€&2)). The reaction product nitroaniline can be quantified spectroscopically.

The catalytic activity of trypsin, a protease for hydrolysis of specific peptide bonds (chain scission
after the amino acids arginine and lysine), is investigated for the particle-immobilized trypsin compared
to free trypsin. For this purpose, we use the release of p-nitroaniline by the trypsin-mediated scission of
Ng-benzoyl-D,L-arginine-4-nitroanilide (BAPNA) for the detection of the catalytic properties (s.
scheme 3).40

In our kinetic experiments concerning the trypsin-catalysed scission reaction of BAPNA, the
concentration of p-nitroaniline is followed throughout the reaction by UV spectroscopy at the
absorption maximum of nitroaniline at 410 nm. An analogous set of experiments was carried out with
native trypsin solution, as well as with FeOx@POEGMA-trypsin (particle-immobilized trypsin) in
aqueous dispersion (for details, see experimental section). As a control experiment the primarily
FeOx@P(OEGMA-co-SIMA)15 nanoparticle dispersion without trypsin bound to the polymer shell is

also used. Respective results for selected experiments are shown in figure 6a.
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All runs employing either trypsin or immobilized trypsin, a linear increase of absorption with time can
be detected in UV experiments, while the control does not react with BAPNA. To exclude possible
trypsin leaching from the carriers, we continued the data collection for a couple of minutes after
magnetic separation of FeOx@POEGMA-trypsin nanoparticles from the BAPNA solution. No further
increase in adsorption was detected.

The experiments have been performed with varying BAPNA cpapna concentrations in order to obtain
quantitative information on the kinetic parameters.*' In figure 6 (b) a double-reciprocal plot of the rate
dcpapna/dt 1s plotted against cpapna according to Lineweaver and Burk.* The obtained linear
relationship indicates that the trypsin catalyzed scission of BAPNA follows a Michaelis-Menten
mechanism for both, free and immobilized trypsin. It is therefore possible to extract the kinetic

parameters from the Michaelis-Menten equation:

[5]

max m (eq. 1)

V=V

with v: conversion rate; vma: maximum conversion rate (at infinite substrate concentration); Ky:
Michaelis-Menten equilibrium constant; [S] substrate concentration (here: cgapna).
The determination of Ky and v,y for the two systems is done by the method of Eadie and Hofstee from
a single-reciprocal plot of dcg4pn4/dt against the quotient of dcpspn4/dt divided by cBAPNA.43 5 For free
trypsin, Ky is calculated at 1.39 x 107 M and vy at 2.11 x 10 M-s'l, and for FeOx@POEGMA-trypsin
nanoparticles Ky=2.10 x 10% M and vy = 3.45 x 10™* M's™ for the respective trypsin concentration
used in the experiment. In order to compare the enzymatic activity of free and immobilized trypsin, the
maximum specific activity actse,, given by the ratio of vy and the trypsin concentration used in the
experiment. We obtain a specific activity actsy, of 92.2 umol's-mg™ for free trypsin, and 89.1 pmol's
"mg™ for immobilized trypsin, indicating no significant loss of enzyme activity upon immobilization. A

likely explanation for the observed difference in the obtained Michaelis-Menten constant Ky is the
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hindered accessibility of the trypsin molecules bound to the polymer brush shell to its substrate

molecules.
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Figure 6. (a) UV absorption (4-4o) at 410 nm over time ¢ during reaction between BAPNA (2.0 mM)
and FeOy@POEGMA-trypsin nanoparticles (circle) compared to free trypsin (square) and
FeOx@P(OEGMA-co-SIMA)15 (triangle) nanoparticles. (b) Double-reciprocal plot of the rate of
trypsin catalyzed BAPNA scission dcgapna/df, and the BAPNA concentration cgapna according to
Lineweaver and Burk; circle: FeOy@POEGMA-trypsin (cTrypsin = 1.66:107 mol1"); square: free

trypsin (c¢Trypsin = 9.82-10°* mol-1™).

The active ester-functional FeOx@P(OEGMA-co-SIMA) nanoparticles form covalent amide bonds
with primary amines, and can thus be used to selectively label aminofunctional components of the
exposed surface of a cell, e. g. membrane proteins, in order to simplify their isolation and identification.
In order to verify this concept, we performed labeling experiments of endothelial cell surface
membranes. Cultured endothelial cells from human umbilical cord are incubated with
FeOx@P(OEGMA-co-SIMA)25 nanoparticles, and, as a control, with particles without binding sites for
amino groups (FeOx@POEGMA). In figure 7 the successful binding is visualized by transmission

electron microscopy (TEM). The surface of endothelial cells that has been exposed to a
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FeOx@P(OEGMA-co-SIMA)25 dispersion shows an effective and dense labelling with nanoparticles
after several washing steps. In contrast, non-functional FeOx@POEGMA particles do not attach to the
cell surface (s. supporting information).

Recently we have shown that the labeled species can be magnetically separated, and readily isolated
after cell lysis. Digestion and identification of the species is subject to ongoing examination and beyond

the scope of this paper.

Figure 7. (a) TEM image of a human endothelial cell after incubation with FeOx@P(OEGMA-co-
SIMA)25 nanoparticles; (b) detail marked in (a) showing nanoparticles attached to the cell surface; (c)

magnification of an endothelial cell surface efficiently coated with nanoparticles

Conclusion

The results demonstrate that by single-step surface-initiated copolymerization of active ester
monomer SIMA with OEGMA, brush-coated magnetic particles are obtained that possess a high
number of accessible carboxy-analogue functional groups that can be further modified with bioactive
species with the purpose of their manipulation or isolation. Here, we have shown that functional group
densities of up to 30 mmol per gram of magnetite could be achieved that are accessible by small
molecule substrates.

The particles are easily dispersed in aqueous media up to 23 mg/ml magnetite. The thermoreversible
solvation of the shell is responsible for thermoflocculation, that results in a fast and highly effective

magnetic isolation of the hybrid structures above the transition temperature.
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As a result of the high functional group density, the particles show superior behavior in in vitro
biocatalysis and labeling experiments. By immobilization of trypsin to the polymeric shell of the
obtained nanoparticles, magnetically supported biocatalysts are obtained. Kinetic experiments on the
catalytic activity via the trypsin mediated scission reaction of BAPNA reveal no loss in specific enzyme
activity when compared to soluble trypsin. In addition, we have demonstrated the nanostructures’
potential for selective tagging and separation of the exposed surface of endothelia cells in order to
facilitate the isolation and identification of membrane proteins. While unspecific adsorption of non-
functional particles was not observed, in vitro experiments involving active ester group bearing core-
shell particles resulted in a dense population of particles at the exposed cell membrane, attributed to the
formation of covalent (amide) bonds.

The principle described here is applicable to the modification with other biologically or catalytically
relevant groups, and will therefore open new ways for the design of multifunctional hybrid

nanostructures with different property portfolios.

Experimental Section

Analytical Methods and Instrumentation

DLS experiments and zeta potential measurements are performed on a Malvern Zetasizer Nano ZS at
25 °C. ATR-IR spectra are measured on a Nicolet 6700 spectrometer. Vibrating sample magnetometry
(VSM) measurements are implemented on an ADE Magnetics vibrating sample magnetometer EV7.
For UV/VIS spectroscopy a Nicolet UV 540 spectroscope is used. The phase behavior of aqueous
particle dispersions is investigated on a Tepper TP1 cloud point photometer at 1 K-min" in HEPES
buffer. Elemental analyses are performed on a Perkin-Elmer 2400 CHN analyzer. The polymer content
is calculated through C content. TEM pictures are taken on a Hitachi H 600.

Materials

Benzylamine (BzA) (Janssen Chimica), Ng-benzoyl-D,L-arginin-4-nitroanilide hydrochloride

(BAPNA) (Sigma, 98%), 2,2 -bipyridine (Aldrich, 99%), citric acid monohydrate (Griissing GmbH,
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99,5%), copper(I) bromide (Aldrich, 98%), (4-(chloromethyl)phenyl)trimethoxysilane (CPTMS)
(ABCR, 95%), 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC) (ABCR, 98 %),
iron(IIl) chloride hexahydrate, iron(Il) chloride tetrahydrate (Fluka, 98%), N-hydroxysuccinimide
(NHS) (Aldrich, 98 %), ninhydrin (Riedel-de-Haen), oligo(ethylene glycol) methyl ether methacrylate
(OEGMA) (Aldrich; M, = 290 g-mol'l), trypsin type IX-S (Aldrich) are used as received. Ethanol is
obtained in technical grade and used after distillation. Dimethylsulfoxide (DMSO) is dried by heating
over calcium hydride (Riedel-de-Haen) for two hours, followed by distillation under reduced pressure.
Succinimidyl methacrylate (SIMA) is synthesized by a method by Gatz et al .** HEPES buffer: 11 mM
HEPES (Sigma), 140 mM NaCl (Merck), 4 mM KCI (Merck), 10 mM D(+)-glucose dissolved in
deionized water.

Synthesis of CPTMS-Functionalized FeO, Nanoparticles

Magnetic FeOx nanoparticles are obtained by alkaline coprecipitation of iron(II) and iron(III) chloride
based on a method of Cabuil and Massart.*’ The particles are washed several times with de-ionized
water and then stirred for 5 min with 420 ml 2 M nitric acid. After three washing steps with nitric acid,
the particle precipitate is resupended in 90 ml 0.01 M citric acid in order to functionalize the particle
surface with citric acid. Again the nanoparticles are magnetically separated and redispersed by the
addition of in aqueous tetramethyl ammonium hydroxide (pH 7-8). For the surface modification, the
magnetic fluid is added dropwise to a stirred 1.8 mM solution of CPTMS in ethanol up to a
concentration of 1g1' FeO,. After allowing the ligand exchange reaction at ambient temperature
overnight, the mixture is concentrated on a rotary evaporator to a tenth of the original volume. The
obtained CPTMS functionalized nanoparticles are then magnetically separated from the supernatant and
washed five times with a 1:1 mixture of diethyl ether and acetone. Finally the particle precipitate is
redispersed in DMSO for the following surface initiated polymerization.

ATR-IR spectra of dried functionalized FeOx nanoparticles show several characteristic peaks that are

also found in the spectrum of free CPTMS. The vibrational absorption at 1604 cm™, 1480 cm™,
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1259 cm™, 1379 cm™, and a broad signal between 1140 and 850 em’ confirm the surface
functionalization with CPTMS.

Surface Initiated ATR Copolymerization of OEGMA and SIMA

Magnetic FeOx@P(OEGMA-co-SIMA) core-shell nanoparticles are obtained by dissolving CuBr and
bpy (1:2.5 mol/mol) in a DMSO-based dispersion of CPTMS functionalized FeOy nanoparticles (35
mg 1" FeO,). OEGMA and SIMA (total monomer content 30 mass-%) are added to start the
polymerization. The composition of the copolymers is chosen to achieve a SIMA content in the polymer
shell of 5, 10, 15, 20 and 25 mol-% (s. table 1). The reaction is carried out for 24 h under stirring at
ambient temperature. The obtained core-shell nanoparticles are transferred to buffer-based dispersions
by precipitation of the primary DMSO dispersions in diethyl ether, magnetic separation and redispersion
in buffer.

Capture of benzylamine

Five BzA solutions in HEPES-buffer are prepared with concentrations between 20 mM and 2.5 mM.
For each of the investigated particle samples (FeOx@P(OEGMA-co-SIMA)20, FeOx@P(OEGMA-co-
SIMA)10 and FeOx@P(OEGMA-co-SIMA)S) HEPES buffer-based dispersions with known particle
concentrations (FeOx@P(OEGMA-co-SIMA20, 349 mgl™; FeOx@P(OEGMA-co-SIMA10,
69,8 mgI"'; FeO,@P(OEGMA-co-SIMAS5, 139.6 mg-1" ) are prepared. For the binding experiments 0.5
ml of the respective BzA solution is mixed with 1 ml of the particle dispersion and 0.5 ml of an
activation solution composed of 18.73 mM EDC and 43.30 mM NHS and shaken over night.

Quantitative Analysis of the BzA Residue by Ninhydrin Reaction

To remove the strongly light-absorbing particles from the reaction mixtures for UV analysis, the
hybrids are magnetically separated by a Milteny column or by heating above the LCST and the use of a
magnet. For the ninhydrin reaction 1 ml of the respective supernatant is mixed with 1 ml of a 40 mM
ethanolic ninhydrin solution in a pressure resistant vial, and closed. The reaction is carried out under

stirring at 100 °C for 20 min. After cooling to ambient temperature, the purple colored solutions are
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dissolved (1:10 and 1:5 respectively), and the absorption at 568 nm is measured by UV/VIS
spectroscopy.

Immobilization of Trypsin

30 mg trypsin are dissolved in 6 ml HEPES buffer and mixed with 6 ml of a HEPES buffer-based
FeOx@P(OEGMA-co-SIMA)1S5 particle dispersion (u(FeOx) = 0.15 mass-%). In order to allow
reactivation of possibly hydrolyzed active-ester functions, 6 ml of 2.21 uM EDC/NHS solution is added.
The binding reaction is carried out for 6 h at ambient temperature on a shaker. The obtained trypsin
functionalized particles were separated and washed carefully with water to remove any residues of free
trypsin, and redispersed in HEPES buffer.

Determination of immobilized Enzyme Kinetics and Activity

BAPNA is used as the model substrate. Four HEPES buffered BAPNA solutions with concentrations
between 2.0 mM and 0.5 mM, and a 6.0 uM trypsin solution are prepared. The respective BAPNA
solution is added to a cuvette and mixed with 100 pl of FeOy@POEGMA-trypsin nanoparticle
dispersion or 50 pl trypsin solution. The resulting concentrations of trypsin in the two systems are
9.82:10® mol-I" (free trypsin) and 1.66-107 mol'l" (FeO,@POEGMA-trypsin particle dispersion).
Directly after addition of the enzyme the change in absorption at 410 nm is detected every 15 or 30 s
over a period of up to 20 min by UV spectroscopy.

Functionalization of endothelia cell membranes

Cultured endothelial cells (second passage) from human umbilical cord are incubated with a
FeOx@P(OEGMA-co-SIMA)25 and a FeOx@POEGMA nanoparticle dispersion (J(FeOx) = 0.12 mass-
%) for 5 min in HEPES buffer at RT. Afterwards, the cells are washed with HEPES buffer and fixed for
TEM imaging with a 1 % paraformaldehyde and 1.25 % glutaraldehyde solution in cacodylate buffer
(0.1 M pH 7.4) for one night at 4 °C. Fixation and embedding for TEM is carried out according to

48
standard procedures.
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Introduction

Magnetic fluids' achieve growing attraction from the bio-
sciences due to numerous present and future applications?
including in vitro automated separation and isolation of bio-
molecules and cells.> These dispersions of magnetic nanopar-
ticles are attractive in separation applications as they offer high
surface area and can be functionalized to selectively discriminate
between different molecular or cellular species. Present sug-
gestions for nonmedical applications of magnetic fluids include
the use of magnetic fluids as magnetically separable nanocata-
lytic systems that combine the advantages of homogeneous and
heterogeneous catalysis.* For this purpose, immobilizing sites
for catalytically active species like metal complexes or enzymes
are included to the stabilizing shell. In these applications, a small
particle size and effective dispersion stability by a suitable
stabilization mechanism are requested in order to achieve an
optimum of specific binding or catalytic activity. In the same
direction, however, these parameters complicate the magnetic
separation of the particles.

A new strategy to meet this challenge is a thermoreversible
stabilization of magnetic particles by the use of a well-defined
polymeric shell with a critical solution behavior in the carrier
fluid. Thermoreversible stabilization of the particles offers an
opportunity to combine dispersibility and quasi-homogeneous
conditions for specific binding and catalytic activity and easy
magnetic separation at temperatures beyond the stabilizing
conditions.

We present the first results on the synthesis and characteriza-
tion of novel thermoreversible magnetic fluids based on
magnetite (Fe30,4) coated with a covalently anchored, polymeric
shell of poly(2-methoxyethyl methacrylate) (PMEMA). The
core—shell particles form stable dispersions in methanol at
temperatures above an upper critical solution temperature
(UCST), while the particles precipitate below that temperature
and can easily be separated by a magnet.

Results and Discussion

The synthetic pathway is composed of alkaline precipitation
of magnetite nanoparticles,’ followed by surface functionaliza-
tion of the particles and surface initiated atom transfer radical
polymerization (ATRP), as outlined in Scheme 1. ATRP is a
preferred “grafting-from” method in surface-initiated polymer-
ization from colloidal particles,® as it offers the advantage of a
“living”/controlled mechanism leading to linear chains with low
polydispersity and good control on the molecular weight and a
fairly good resistance to additional reaction components and
impurities. It therefore shows the preconditions required to create

* Corresponding author: e-mail schmidt.annette @uni-duesseldorf.de;
phone +49-211-8114820; fax +49-211-8115840.

10.1021/ma060006u CCC: $33.50

Scheme 1. Synthesis of Fe;04@PMEMA Hybrid Nanoparticles
by Surface-Initiated ATRP
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a well-defined polymeric shell with linear arms of high grafting
density, referred to as a polymeric brush.”

Alkaline precipitation of the magnetic cores leads to magnetite
(Fes04) nanoparticles confirmed by X-ray diffractometry (XRD,
see Supporting Information). The volume average core sizes
calculated from XRD by the Scherrer method® (11.8 nm) and
from VSM of hybrid particle dispersions (Table 1) are in good
agreement. The size distribution of the particles can be detected
from TEM images (Figure 1b) and gives a number-average core
diameter of 10.1 nm.

The functionalization of freshly precipitated magnetite (Fe3O.)
nanoparticles by chemisorption of 2-bromo-2-methylpropionic
acid (BIB) can be verified by ATR—IR spectroscopy® (see
Experimental Section) and quantified by thermogravimetric
analysis (TGA) and elemental analysis (EA). We find an initiator
density fini of 0.33 mmol (EA) per gram of Fe;O4 and 0.26 mmol
¢ ! (TGA).

Hybrid particles were obtained by surface-initiated ATRP of
MEMA catalyzed by a copper(I) bromide/2,2"-bipyridine (bpy)
system. Washed and dried samples were analyzed by ATR—IR
(see Experimental Section) and TGA. From TGA experiments,
a magnetite mass content between 16 and 43 mass % is
extracted.

TEM images of Fe;O,@PMEMAIS casted from DMF
confirm the architecture of the hybrid particles (Figure 1).
Strongly contrasting, nearly spherical magnetite cores can be
clearly distinguished from a closed polymeric shell. Within the
observed small particle aggregates that are possibly formed
during sampling, the single magnetite cores are mostly visibly
separated by a PMEMA shell. We estimate a polymer layer
thickness of 3—5 nm, independent of the individual core size.

A brief characterization of the polymeric shell is possible
after dissolution of the magnetic cores by acidolysis with
hydrochloric acid and isolation of the polymeric component by
precipitation. GPC analysis results in the calculation of number-
average molecular weights M, of the polymeric arms between
11000 and 35100 g mol~! with a linear relation between
upmeMa/ty and M,,'0 leading to a calculated chain density f; of

© 2006 American Chemical Society
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Table 1. Composition of Investigated Fe;0,@PMEMA Core—Shell Nanoparticles”
sample? um® (%) d.4 (nm) My¢ (g mol™ ) Mo IMy¢ ume % dy (nm)
Fe;0,@PMEMA43 43 11.8 11 000 1.85 2.9 30+£3
Fe;0,@PMEMA30 30 12.9 16 800 3.09 1.0 47+ 3
Fe;0,@PMEMA 8 18 n.d. 30 900 2.16 n.d. 55+5
Fe;0,@PMEMA 6 16 12.2 35 100 2.15 0.48 T73+7

@ uyv = mass content of Fe3Oy in dry particles, d. = core diameter, M, = number-average molecular weight of polymeric arms, M,,/M, = polydispersity
index, and gyvr = mass content of Fe3Oy in saturated DMF dispersions. ® Sample denotations: Fe;0;@PMEMA py. € TGA results. ¢ Calculated from initial
susceptibility (VSM). ¢ GPC results relative to PS and corrected by the Mark—Howink relationship. / Calculated from saturation magnetization (VSM).

8 DLS results. n.d. = not determined.

il : T

Figure 1. TEM image of Fe;0,@PMEMA /8 hybrid particles. Inset:
core size distribution (TEM, n = 76).
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Figure 2. Molecular weight M, vs mass ratio upmpma/tim (TGA) of
dry Fe;0,@PMEMA particles (upmema = 100% — uwm). The slope gives
the chain density f; per gram of Fe;O,.

0.16 mmol per gram of Fe3O4 (Figure 2), a value that is lower
than the initiator functionality fi,i from TGA and EA. The
polydispersity indices are found to be around 2, except a value
of 3 for sample Fe;04@PMEMAS30 (Table 1). The comparably
broad molecular weight distribution for ATRP products can be
attributed to termination reactions supposed to occur primarily
at the beginning of the polymerization. At that time the initial
number of radicals generated on the particle surface by bromine
transfer to Cu(I) is high compared to the concentration of de-
activating Cu(Il) species in solution. As a result, the deactivation
of the radicals is supposed to be too slow to effectively suppress
chain termination by coupling or disproportional reactions.'!

The polymeric shell is predominantly responsible for the
dispersibility of the obtained hybrid particles in suitable solvents.
We find that freshly prepared PMEMA-capped magnetite
nanoparticles instantaneously form stable dispersions (magnetic
fluids) in N,N-dimethylformamide (DMF) with up to 2.9 mass
% of magnetite, which remain stable for months and show a
good stability toward dilution.

The dispersions show superparamagnetic behavior in VSM
experiments with low coercitivity values (<0.6 kA m™") (Figure

-1

N

U SR S T [T ST S S S '

Mx10 /Am

Hx10%/Am™"

Figure 3. VSM loops of saturated magnetic fluids based on Fe;0,@
PMEMA nanoparticles in DMF: compact line, Fe;0s@PMEMA43;
dashed line, Fe;0,@PMEMA30; dotted line, Fe;0,@PMEMA 6.
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Figure 4. Hydrodynamic peak diameter d, (DLS) vs molecular weight
M, (GPC) for Fe;0,@PMEMA particles. The dotted line represents
the contour length of stetched polymer chains.

3).12 The saturation magnetization and initial susceptibility
obtained from the experiments give information on the magnetite
content and the volume average magnetite core size (see Table
1). The good agreement with the core diameter as observed in
TEM indicates that the particle cores respond individually to
the magnetic field.

In DLS experiments, we observed an increase of the
hydrodynamic diameter d), of Fe;0,@PMEMA hybrid particles
dispersed in DMF with the polymeric arm length given by M,
by DLS (Figure 4). Compared to the theoretical relationship
given by the simple model of ideally stretched polymer chains
(dotted line in Figure 4), the obtained hydrodynamic diameters
derivate up to 50% to lower values, with a higher deviation for
higher M,,. This indicates that the results are within the expected
dimension for single particles carrying a polymeric brush of
extended chains in a condition between coiled and fully
stretched.”

Thermoreversible magnetic fluids are obtained by dispersing
Fe;04@PMEMA particles in methanol. Below a critical tem-
perature T (UCST behavior) that depends on the polymer arm
length, the particles show poor dispersibility and precipitate
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Figure 5. (a) Schematic behavior of the polymer brush shell in
thermoreversible magnetic fluids. (b) Photographs of Fe;04@PMEMA43
in DMF. The particles precipitate below Tt (at 20 °C, left-hand). A
particle dispersion is formed above 7. (at 50 °C, right-hand) that reacts
collectively under the influence of a permanent magnet.
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Figure 6. Relative transmittance 7 vs temperature 7 of Fe;0,@PMEMA
suspensions in methanol in turbidity experiments: compact line,
Fe;04,@PMEMA43; dashed line, Fe;0,@PMEMA30; dotted line,
Fe;0,@PMEMA [8; dash—dotted line, Fe;0,@PMEMA /6.

almost readily, while heating above T results in solvation of
the polymeric shell (Figure 5a). Consequently, the hybrid
particles form a stable dispersion that shows the typical behavior
of a magnetic fluid including collective response to a permanent
magnet (Figure 5b).

Turbidity experiments (Figure 6) of dilute suspensions
indicate a sudden increase of the optical transmittance with
increasing temperature while the turbid suspension is converted
to a brownish transparent dispersion. Surprisingly, the experi-
ments indicate that the cloud point (defined by the inflection
point of the graphs) is lower in dispersions of particles with
longer polymer arms, oppositional to what would have been
expected. One possible explanation is the surface attachment
of the arms, leading to crowded and therefore more or less
stretched polymer chains. For this reason the entropic contribu-
tion to the solvation process is less beneficial than for free
polymer chains. It is expected that this effect is less relevant
for long chains, as the free volume of chain segments increases
with rising distance to the solid core. In contrast to the hybrid
particles, free PMEMA model polymers show good solubility
in methanol in the observed range of concentration and
temperature.

In summary, we have described the synthesis of nanoscopic
magnetite-cored polymeric brushes by surface-initiated ATRP
and the properties of novel thermoreversible magnetic fluids
based thereon. The presented combination of thermoresponsive
polymers with the properties of magnetic fluids, together with
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tailorable hydrodynamic diameter and critical temperature,
contributes to the development of easily recoverable polymer-
supported magnetic separation kits and catalytic systems.

Experimental Section

Analytical Methods and Instrumentation. Elemental analysis
(EA) was performed on a Perkin-Elmer 2400 (series 2) CHN
analyzer. The functionalization density was calculated on behalf
of the C content. ATR—IR spectra were recorded on a Nicolet FT-
IR-5SXB spectrometer. For the TGA a Netsch STA 449c in a He
atmosphere was used with a heating rate of 10 K min~! between
30 and 600 °C. Weight loss of dry functionalized or hybrid particles
between 200 and 410 °C was attributed to the content of BIB or
PMEMA, respectively. Gel permeation chromatography (GPC)
elugrams were collected in THF (300 x 8 mm?> MZ Gel SDplus
columns, Waters 410 RI-detector) relative to polystyrene standards.
Results were corrected by the Mark—Houwink relationship.!3
Vibrating sample quasi-static magnetometry (VSM) was performed
on a MicroMag vibrating sample magnetometer from Princeton
Measurements Corp. with a field maximum of 1.3 x 10° A m™.
DLS experiments were implemented on a Malvern HPPS-ET at
25 °C. TEM pictures were taken on a Zeiss (LEO) 912 Omega
(120 kV) on DMF-casted samples. Turbidity experiments were
recorded on a Tepper cloud point photometer.

BIB-Functionalized Fe;04 Nanoparticles. Alkaline precipita-
tion of magnetite nanoparticles was conducted on the basis of the
method of Massart and Cabuil.> The aqueous suspension was
washed several times with 1.3 vol % ammonium hydroxide solution
and methanol. The fresh particle suspension was stirred with 1.67
mmol (277.2 mg) of BIB per gram of magnetite for 30 min, and
the particles were washed extensively with methanol.

ATR—IR spectra of dried functionalized Fe;O, nanoparticles
show several characteristic peaks in the fingerprint region (v =
1465, 1402, 1375, and 1107 cm™') also found in ATR—IR spectra
of the free acid. The vibrational absorption of the carbonyl double
bond (v = 1548 cm™!) shows a shift and a dramatic decrease in
intensity in comparison to the free BIB (v = 1702 cm™!) while the
deformational stretching absorption of the (CO)—O—H group (v
= 1292 cm™!) vanishes, attributed to the chemisorption via the
carboxylate group.®

Fe;0,@PMEMA Core—Shell Nanoparticles. Fe;0,@PMEMA
hybrid particles were obtained by adding CuBr and bpy (1:2.5 mol/
mol) in methanol to the particle suspension in MEMA and stirring
at ambient temperature for 48 h. The formed core—shell nanopar-
ticles were dispersed either in DMF or in warm methanol (50 °C).
Acidolysis of the magnetite cores occurs by treating the DMF-
based magnetic fluids with concentrated hydrochloric acid. After-
ward, the polymer component is precipitated in water. Common
ATR—IR peaks of dried Fe;0,@PMEMA particles with PMEMA
model polymers are found at e.g. v = 1722, 1241, 1151, 1123, and
865 cm™!.

Acknowledgment. We thank Prof. Dr. H. Ritter for his
steady interest and continuous support of this work and Prof.
Dr. W. Frank, HHU Diisseldorf, for TGA experiments, Prof.
Dr. W. Gawalek, IPHT Jena, for VSM, and Dr. S. Santer,
IMTEK Freiburg, for TEM images. A.S. thanks the Fonds der
Chemischen Industrie for a Liebig grant. This work is supported
by the DFG (SPP1104).

Supporting Information Available: X-ray diffractogram of
bare magnetite nanoparticles. This material is available free of
charge via the Internet at http://pubs.acs.org.

References and Notes

(1) (a) Berkovsky, B. M.; Bashtovoy, V. Magnetic Fluids and Applica-
tions Handbook; Begell House: New York, 1996. (b) Blums, E.;
Cebers, A.; Mairov, M. M. Magnetic Fluids; Walter de Gruyter:
Berlin, 1997.



3472 Notes

(2) (a) Magnetism in Medicine; Andrd, W., Nowak, H., Eds.; Wiley-
VCH: Berlin, 1998. (b) Pankhurst, Q. A.; Connolly, J.; Jones, S.
K.; Dobson, J. J. Phys. D: Appl. Phys. 2003, 36, R167—R181. (c)
Tartaj, P.; Morales, M. P.; Veintemillas-Verdaguer, S.; Gonzdles-
Carreno, T.; Serna, C. J. J. Phys. D: Appl. Phys. 2003, 36, R182—
R197. (d) Berry, C. C.; Curtis, A. S. G. J. Phys. D: Appl. Phys.
2003, 36, R198—R18]1.

(3) (a) Gu, H.; Ho, P. L.; Tsang, K. W. T.; Wang, L.; Xu, B. J. Am.
Chem. Soc. 2003, 125, 15702. (b) Patolsky, F.; Weizmann, Y.; Kratz,
E.; Willner, I. Angew. Chem. 2003, 115, 2474—2478; Angew. Chem.,
Int. Ed. 2003, 42, 2372. (c) Nam, J. M.; Thaxton, C. S.; Mirkin, C.
A. Science 2003, 301, 1884.

(4) (a) Lu, A. H.; Schmidt, W.; Matoussevitch, N.; Bonnemann, H.;
Spliethoff, B.; Tesche, B.; Bill, E.; Kiefer, W.; Schiith, F. Angew.
Chem. 2004, 116, 4403—4406; Angew. Chem. 2004, 43, 4303—4306.
(b) Teunissen, W.; de Groot, F. M. F.; Geus, J.; Stephan, O.; Tence,
M.; Colliex, C. J. Catal. 2001, 204, 169—174.

(5) Massart, R.; Cabuil, V. J. Chem. Phys. 1987, 84, 967—973.

(6) (a) von Werne, T.; Patten, T. E. J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 7497—
7505. (b) Ohno, K.; Koh, K.; Tsujii, Y.; Fukuda, T. Angew. Chem.
2003, 715, 2857—2860; Angew. Chem., Int. Ed. 2003, 42, 2751—

Macromolecules, Vol. 39, No. 9, 2006

2754. (c) Duan, H.; Kuang, M.; Wang, D.; Kurth, D. G.; Mohwald,
H. Angew. Chem. 2005, 117, 1745—1748; Angew. Chem., Int. Ed.
2005, 44, 1717—1720. (d) Chen, X.; Randall, D. P.; Perruchot, C.;
Watts, J. F.; Patten, T. E.; von Werne, T.; Armes, S. P. J. Colloid
Interface Sci. 2003, 257, 56—64.

(7) Polymer Brushes; Advincula, R. C., Brittain, W. J., Caster, K. C.,
Riihe, J., Eds.; Wiley-VCH: Weinheim, 2004.

(8) Scherrer, P. Nachr. Ges. Wiss. Gottingen 1918, Math.-Phys. Kl. 2,
98.

(9) Rocchiccioli-Deltcheff, C.; Franck, R.; Cabuil, V.; Massart, R. J.
Chem. Res. 1987, 1209—1230.

(10) (a) Schmidt, A. M. Macromol. Rapid Commun. 2005, 26, 93—97.
(b) Schmidt, A. M. J. Magn. Magn. Mater. 2005, 289C, 5—8.

(11) Matyjaszewski, K.; Davis, T. P. Handbook of Radical Polymerization;
Wiley-Interscience: New York, 2002.

(12) Rosensweig, R. E. Ferrohydrodynamics, 1st ed.; Cambridge Uni-
versity Press: New York, 1985.

(13) Schindler, A.; Hibionada, Y. M.; Pitt, C. G. J. Polym. Sci., Polym.
Chem. Ed. 1982, 20, 319.

MA060006U



Z. Phys. Chem. 220 (2006) 41-49 / DOI 10.1524/zpch.2006.220.1.41
© by Oldenbourg Wissenschaftsverlag, Miinchen

Magnetic Polymer Brushes: Towards
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Novel surfactant-free magnetic fluids based on magnetite nanoparticles stabilized by
a covalently attached polymeric brush were characterized in terms of their dispersion
properties by DLS. We found that the molecular weight of the stabilizing surface-tethered
polymeric arms has a direct impact on the hydrodynamic diameter d;, of the well-dispersed
particles. An increase of d;, from 10 nm (octylcarboxylate-stabilized magnetite particles) to
more than 100 nm for similar magnetite cores with a densely grafted poly(e-caprolactone)
(PCL) shell of 12300 gmol~" is observed. The experimental results are compared to the
expected values in the case of completely stretched polymeric chains.

1. Motivation

Magnetic materials are key components in modern technology, with applica-
tions ranging from data storage to magnetic resonance imaging contrast agents.
In this context, magnetic nanoparticles represent a critical link between current
technology and future applications due to their unique size-dependent prop-
erties including superparamagnetism [1]. Particle—particle interactions and re-
laxation processes play a significant role in modulating the magnetic behavior
of a collection of particles [2]. The challenge is to understand the fundamen-
tal structure-property relationships and to develop methods that allow tailoring
these interactions as needed.

A new strategy to tailorize dispersion properties like the minimum par-
ticle distance and the hydrodynamic particle volume in magnetic fluids is based
on the creation of a well-defined polymeric brush [3] on the particle surface

* Corresponding author. E-mail: schmidt.annette @uni-duesseldorf.de
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by suitable surface-initiated polymerization mechanisms. For the preparation
of magnetic fluids, magnetic core/polymeric brush hybrid particles have the
advantage to be instantly dispersible in good solvents for the polymeric shell
without the addition of ancillary stabilizers [4—6]. In lieu thereof, the polymer
arms serve as an irreversible attached steric stabilizer, leading to well-defined
properties of the surfactant-free dispersion.

The dispensability of the hybrid particles is determined mainly by the
solution properties of the polymeric arms and can be adjusted to fit the dis-
persion medium by the choice of monomers. We have developed protocols
for the preparation of magnetic nanoparticles with two chemically different
polymeric shells, showing differing solution properties, by the application of
surface-initiated polymerization mechanisms like ring-opening polymerization
(ROP) [5] and atom transfer radical polymerization (ATRP) [6].

This paper illustrates that the applied synthetic pathways offer the opportu-
nity to adjust the hydrodynamic volume of the hybrid particles in dispersion in
wide ranges. The thickness of the anchored stabilizing shell is tuned by the mo-
lecular weight of the polymeric arms as is shown by dynamic light scattering
(DLS).

2. Experimental part

The synthesis of hybrid particles of the Fe;O, @PCL type with a shell com-
posed of poly(e-caprolactone) (PCL), by a three-step process including al-
kaline precipitation of Fe;O, nanoparticles with a diameter of ~ 12 nm,
surface functionalization with glycolic acid and surface-initiated ROP of
e-caprolactone (CL) in bulk, catalyzed by tin(Il) ethylhexanoate, is described
in detail elsewhere [5]. For the preparation of magnetic fluids, toluene was
added to the mixture and the resulting dispersion was centrifuged (2 min at
2000 rmin~') to remove agglomerated material.

Similarly, Fe;O,@PMEMA hybrid particles with a poly(2-methoxyethyl
methacrylate) (PMEMA) shell were prepared, using 2-bromo-2-methylpropi-
onic acid as surface functionalizer and performing a surface-initiated ATRP
of 2-methoxyethyl methacrylate (MEMA) by a copper(I) bromide/bipyridine
catalytic system [6]. The formed core-shell nanoparticles were dispersed in
N,N-dimethylformamide and centrifuged.

Acidolysis of the magnetite cores in order to isolate the polymeric fraction
was performed by treating particle dispersions with hydrochloric acid. After-
wards the polymer component is precipitated in hexanes (mixture of isomeres)
in the case of PCL, or in water in the case of PMEMA.

Thermogravimetrical analysis (TGA) was performed on a Netzsch STA
449C in a helium atmosphere with a heating rate of 10 Kmin~' between
30 °C and 600 °C. Mass composition of dried hybrid particles was determined
based on the weight loss by thermal decomposition of the polymer fraction
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in the temperature range of 270 °C—-470 °C (PCL) respectively 180 °C-440°C
(PMEMA).

Gel permeation chromatography (GPC) elugrams were collected on a Waters
system equipped with three (300 x 8) mm? MZ Gel SDplus colours in THF and
a Waters differential refractometer relative to polystyrene standards. Molecular
weight distributions were corrected by the Mark—Houwink relationship [7].

Vibrating sample quasi-static magnetometry (VSM) was performed on a Mi-
croMag vibrating sample magnetometer from Princeton Measurements Corpo-
ration, or on a LakeShore VSM 7407 with a field maximum of 1.5 x 10® Am~"'.
Magnetogranular analysis was performed by fitting the Langevin simulation of
a lognormal distributed particle ensemble to the experimental results.

DLS experiments were implemented on a Malvern HPPS-ET on diluted par-
ticle dispersions (~ 1 mg/ml). The particle size distribution is derived from a de-
convolution of the measured intensity autocorrelation function of the sample by
the General Purpose Mode algorithm included in the DTS software. Each experi-
ment was performed at least five times to obtain statistical information.

3. Results and discussion

Surface-initiated polymerization is a relatively new pathway for the preparation
of functional coatings and has recently received much attention [3, 8]. This
technique is based on the growth of polymer molecules at the surface of a sub-
strate in situ from surface-bound initiators. Consequently, covalently anchored
end-tethered polymeric chains with a high grafting density on the particle sur-
face are formed, commonly referred to as a polymeric brush [3]. Suitable
polymerization mechanisms include free and controlled radical chain poly-
merization, cationic polymerization, anionic polymerization and ring-opening
polymerization.

For the preparation of magnetic particle-cored polymeric brushes, we de-
veloped a three-step process. It consists of the precipitation of magnetite
nanoparticles with a volume-average diameter of about 12 nm, the chemical
modification of the particle surface by chemisorption of a functional carb-
oxylic acid bearing a polymerization initiator, and finally grafting polymeric
arms from the particle surface by the polymerization of a suitable monomer
(Scheme 1).
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Scheme 1. Synthesis scheme of magnetite-cored polymer brushes.
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We realized hybrid magnetic particles with shells composed of poly
(2-methoxyethyl methacrylate) (PMEMA), being dispersible in polar solvents
like DMF and DMSO, and of poly(e-caprolactone) (PCL), dispersible in less
polar organic solvents like toluene and chloroform.

PCL-coated magnetite nanoparticles (Fe;O,@PCL) were prepared by
surface-initiated ring-opening polymerization of e-caprolactone monomer [5].
PCL has been chosen as shell material due to its solution properties and the
well-known polymerization behavior allowing direct control of the polymeric
arm length. An additional feature is the good biocompatibility of PCL, being
attractive for biomedical applications.

The synthesis of Fe;O,@PCL particles was performed by the synthetic
route shown in Scheme 2. Alkaline aqueous precipitation of Fe;O, nanopar-
ticles was followed by chemisorption of glycolic acid to create surface-
immobilized hydroxyl groups that served as initiating species in the surface-
initiated ROP of e-caprolactone.

Fe*" (aq) + 2 Fe*" (aq) + 4 H,0

NH; (aq)
-8H'

Fe;0,
0 o 0
)AI\/y \)%Br
HO HO'
NH; (aq) MeOH

Q- Q)

(0]

Q | Sn(Oct), CuBr, bpy )ﬁ(o\/\o/
130 °C ambient 0

Q- O

Fe;0,@PCL on Fe;0,@PMEMA
2

Scheme 2. Synthetic pathways for the preparation of Fe;O, @PCL and Fe; O, @PMEMA
magnetic polymer brushes.

For the preparation of magnetite particles coated with PMEMA (Fe;0,@
PMEMA), a synthetic route via ATRP has been applied (Scheme 2, [6]).
PMEMA shows solubility in polar solvents like DMF and DMSO and is poly-
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Table 1. Composition of investigated Fe;O,@PCL and Fe; O, @PMEMA core-shell nano-
particles.

Sample X dy" M,© M,/M,* Xme®
nm gmol ™!
Fe;0,@PCL40 0.40 12.4 1500 3.85 0.035
Fe;0,@PCL25 0.25 12.1 3500 2.25 0.0125
Fe;0,@PCL20 0.20 12.2 4900 2.06 0.0067
Fe;0,@PCLI3 0.13 11.9 7100 2.07 0.0057
Fe;0,@PCLI0 0.10 12.5 12300 1.89 0.0039
Fe;O, @PMEMA43 0.43 11.8 11000 1.85 0.029
Fe;0,@PMEMA30 0.30 12.9 16 800 3.09 0.010
Fe;O,@PMEMA8 0.18 n.d. 30900 2.16 n.d.
Fe;0,@PMEMAI6 0.16 12.2 35100 2.15 0.0048

“Fe;0, mass fraction by TGA; °core diameter determined from initial susceptibility
(VSM); ¢ by GPC; ¢ Fe;0, mass fraction in saturated magnetic fluids from VSM (see text).

merizable by ATRP with a good control over the molecular weight with no
branching reactions.

Freshly precipitated Fe;O, nanoparticles have therefore been function-
alized in methanol with 2-bromo-2-methylpropionic acid, bearing a tertiary
bromide functionality as a suitable ATRP initiator. Afterwards, polymeriza-
tion was performed by the addition of the proper amount of monomer and
the copper(I) bromide/bipyridine catalytic system leading to Fe;O, @PMEMA
magnetic brush particles.

Careful characterization of the particles at different stages of the process
by X-ray diffraction, ATR-IR, TGA, VSM and TEM is described in detail re-
cently [5, 6], together with the results of the investigation of the polymeric
fraction by analytical methods in solution ("H-NMR and GPC) after acidolysis
of the magnetic core. Table 1 summarizes the composition of various core-shell
particles with a Fe;O, mass fraction x, between 0.10 and 0.40. The findings
indicate a direct linear correlation between the polymer arm length as given
by the molecular weight and the polymer-to-magnetite ratio that can be as-
signed to the surface-initiated growth of the chains for both types of hybrid
particles. The slope of the linear plot xpc /x» against M, leads to a chain
density f, of 0.83 mmol g~' for particles of the Fe;O0,@PCL-type, equivalent
to 4.5 chains/nm? or 1.400 chains per particle. For Fe;0, @PMEMA particles,
similarly a chain density of 0.26 mmolg~"' is calculated, corresponding to
1.4 chains/nm? or 500 chains per particle. For an estimation of the specific
surface to 100 nm?* g, core size distribution results from magnetogranular an-
alysis were used [5].

For a polymer brush particle with a high grafting density, the surface-
attached chains become crowded and are strongly stretched away from the
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Fig. 1. Hydrodynamic particle diameter d;, distribution of Fe;O,@PCL particles dispersed
in toluene (a) and Fe;O,@PMEMA particles in DMF (b).

surface [9], especially when the polymer chains are solvated by a good sol-
vent. It can be attributed to this behaviour, that the investigated magnetic
brush particles form stable magnetic dispersions (magnetic fluids) in good sol-
vents for the shell without any additional surfactants. In these dispersions,
the grafted arms serve as the stabilizing component that prevents the particles
from agglomeration due to van der Waals and magnetic dipole—dipole attrac-
tive forces. The obtained magnetic fluids based on toluene (Fe;O,@PCL) or
DMF (Fe;O0,@PMEMA) contain up to 3.5 mass% (0.7 vol.%) of magnetite
(VSM, see Table 1) and remain stable for several weeks. They are readily di-
lutable with the carrier medium and show superparamagnetic behavior in VSM
experiments.

The dispersion properties of the obtained magnetic fluids are studied by
DLS, and we found a dependency of the hydrodynamic particle diameter on
the polymeric arm length for both types of magnetic brush particles in disper-
sion (see Fig. 1). It is obvious that the size distribution of the hybrid particles is
shifted to higher diameter values as compared to octanoate-stabilized particles,
with higher peak values for longer polymer arms (compare to Table 1). While
the main peak of the number-average diameter distribution can be assigned
to particularly dispersed particles, a considerable amount of agglomerates is
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Fig.2. Dependency of the peak hydrodynamic particle diameter &, on the molecu-
lar weight M, of the polymeric arms for Fe;O,@PCL (circles) and Fe;O,@PMEMA
(squares) magnetic polymer brushes, compared to theoretical values for fully stretched
polymer chains (dotted and dashed line, respectively).

detected as a shoulder or high diameter fraction for particles with high poly-
mer content and long chains. This is predominantly the case in dispersions of
Fe;0,@PMEMA 6, Fe;0,@PCL/3 and Fe;O,@PCL/0. It can be assumed
that the agglomeration occurred due to entanglement of the polymeric arms
and/or partial crosslinking reactions between individual particles during poly-
merization at high monomer conversions.

If the peak diameter from DLS is correlated to the molecular weight of the
arms a nearly linear relationship is obtained (see Fig. 2). Fe;0,@PCL particles
show a higher diameter compared to Fe;O,@PMEMA with comparable mo-
lecular weight, as the atoms of the e-caprolactone (CL) repeating unit are pre-
dominantly located across the main chain, while the methoxyethyl methacryl-
ate (MEMA) repeating unit includes a weighty side chain that does not di-
rectly contribute to the chain length. As a consequence, although the CL and
the MEMA repeating unit show comparable molecular weight (144.1 gmol ™!
and 145.2 gmol~!, respectively), a single CL unit can contribute a maximum
of 0.78 nm to the arm length, while a MEMA unit is utmost 0.26 nm of
length.

The results of the particle diameter are compared to the maximum value
possible in Fig. 2, applying the simple model of a completely stretched chain
with the length of a repeating unit given above. It is found that the discrep-
ancy between experimental and theoretical values i1s smaller for Fe;O0,@PCL
particles, accounting for the higher grafting density of the chains in these ma-
terials, and indicating that the chains are indeed in a highly stretched state. In
comparison, the discrepancy for less densely grafted Fe;O, @PMEMA hybrid
particles is much higher. It may be assumed that a more coiled state is found in
the tethered chains.
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4. Perspective

The presented results demonstrate that the synthetic pathway to obtain hybrid
brush nanoparticles by surface initiated polymerization is suitable to prepare
magnetic fluids with a tailored hydrodynamic volume at constant magnetic
core diameter of ~ 10 nm. In these magnetic fluids, the polymeric brush shell
serves as stabilizing layer, and no additional stabilizing agent is needed. We
applied two different polymeric shells with differing solution properties. For
both types of hybrid particles it was demonstrated that the hydrodynamic diam-
eter of dispersed particles is directly correlated to the polymeric arm length,
which can be adjusted by the polymer-to-magnetite ratio. The observed hydro-
dynamic diameter of the hybrid particles increases from 10 nm up to 104 nm
with rising molecular weight of the polymer arms.

The presented particle dispersions are of interest as model fluids for the
examination of relaxation behavior and magnetic particle interactions. Relax-
ational processes in magnetic fluids include internal (Néel-) relaxation deter-
mined by the core material and -volume, while Brownian-mode relaxation is
mainly influenced by the hydrodynamic diameter. Magnetic polymer brushes
with variable hydrodynamic diameter while keeping the core properties con-
stant may contribute to the investigation of relaxation mechanisms by FMR.

Systematic variation of the hydrodynamic diameter at constant size of the
magnetic core offers further on new perspectives to study magnetic interac-
tions, as the interaction between magnetic particles decreases dramatically with
spacing. Collective behavior with or without outer fields may therefore be
highly influenced by the polymeric shell thickness.

We are looking forward to contribute to a better understanding of the mag-
netic properties and relaxation processes of magnetic nanoparticles.
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A general and versatile method for the functionalization and subsequent modification of single dispersed magnetite
nanoparticles by direct reaction of alkoxysilanes on the particle surface is reported. Our data supports the formation of a
dense monolayer that is controlled by sterical needs. By selecting the functionality of alkoxysilanes, the surface
properties of the particles can be tailored. Depending on the surface functionality, the modified particles can be used as
macrocomonomers or macrocrosslinkers, or as macroinitiators for surface-initiated polymerization and thus enable the

covalent attachment of polymers.

Introduction

The creation of well-defined organic—inorganic nanohybrid
materials with superparamagnetic properties is of great signifi-
cance for fundamental research and for their use in numerous
potential applications, such as in improved magnetic separation
systems for biomolecules and cells, for therapeutic applications
like magnetic fluid hyperthermia and magnetic drug targeting,
and in nanocatalytic systems.' > The possibility to functionalize
the surface of magnetic nanoparticles and to improve the
particles’ compatibility with different environments by the proper
attachment of organic monomer or polymer groups has therefore
attracted much interest. The introduction of covalent linker
groups allows the permanent attachment of polymer chains to
individual particles. Thus, magnetic polymer nanohybrids with
defined architecture become accessible by surface-initiated
polymerization or via a grafting-through mechanism.*® Although
effective in several nonaqueous environments, anchoring groups
of the chelate type like carboxyl, catechol or oxime groups often
fail on metal oxide surfaces in aqueous or protic media due to the
hydrolytic instability of the surface attachment and/or the
dynamic nature of the interaction. A promising approach is the
creation of a Si—O—Si functional monolayer cage around the
individual particles.

This study introduces a versatile and simple method for the
surface modification of magnetite particles with a functional
monolayer by using various alkoxysilanes. Alkoxysilanes are
multifunctional molecules with the general chemical formula
X,-Si(OR)4—,,,, where (OR) is a hydrolyzable group responsible
for the surface adhesion and condensation, and X is an organic
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functional group that can interact with the environment. Alkoxy-
silanes with a variety of functionalities X are commercially
available, and they are frequently applied as coupling agents,
adhesion promoters, cross-linkers, additives, and reactive inter-
mediates.” Their monolayers provide the potential to engineer
surface properties such as wettability, adhesion, and adsorption,
and to introduce functional chemical groups for subsequent
follow-up functionalization.

In particular, alkoxysilanes are frequently applied in the
modification of oxidic surfaces such as silicon oxide, titanium
oxide, zinc oxide, indium—tin oxide, aluminum oxide and iron
oxide surfaces.*'® For extended (flat) surfaces, depending on the
reaction conditions, the formation of poly(alkylsiloxane) mono-
layers has been reported, and the respective surfaces have been
extensively studied by atomic force microscopy (AFM), contact
angle measurements, X-ray photoelectron spectroscopy (XPS),
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), and ellipsome-
try. It is found that 3-aminopropyl trimethoxysilane and N-(2-
aminoethyl)-3-aminopropyl trimethoxysilane form continuous
and homogeneous monolayers on silica and titania oxide sur-
faces.®® A functionalization density of 2.8 umol-m ™~ on the silica
surface, and 3.6 umol-m 2 on the titanium oxide surface has been
found, corresponding to 1.7 and 2.2 molecules/nm?, respectively.’
Similar results have been found for 3-glycidoxypropyl trime-
thoxysilane (GTS)'” and 3-methacryloxypropyl triethoxysilane
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(MTS)."” The orientation of the organic substituents on the oxide
surface may vary from orthogonal to parallel with respect to the
surface, and depends on the type and/or the concentration of
alkoxysilanes.'*®

Apart from extended flat surfaces, the modification of nano-
particles by the use of alkoxysilanes has been reported for
particles based on various oxides.!”~*® However, the formation
of a monolayer shell on single particles remains a challenge. One
of the phenomena one has to face is particle agglomeration in the
presence of the reagents employed, in particular in the case of
strongly interacting species, such as magnetic or dipolar particles.
In addition, the employment of basic'>?2>? as well as acidic'**
catalytic conditions has been shown to promote the homocon-
densation of alkoxysilanes. This gives rise to secondary nucleation
and the formation of silica-based nanoparticles. Other implemen-
tations are the agglomeration of the primary particles due to
bridging, and the formation of multilayers on the particle
surface.”'>!® In order to overcome particle agglomeration, sev-
eral studies report the initial coating of the primary particles with
a silica shell by reaction with tetraethoxysilane (TEOS) prior to
functionalization, usually resulting in the inclusion of multiple
particles within a silica-coating with a thickness in the order of
tens of nanometers (bead-like structure).”**

Here, a simple method for the surface functionalization of
individual iron oxide nanoparticles is described, that is achieved
by the formation of siloxane layers using alkoxysilanes. In order
to promote the condensation reaction predominantly on the
primary particle surface, the local presence of basic ions present
from electrostatic stabilization is exploited for the catalysis.
Careful optimization of the reaction conditions delivered a
procedure that allows the immobilization of various functional
groups to the individual magnetic cores. The versatility of the
method is shown by several examples of follow-up modification
with polymers.

Experimental Section

The chemicals were of reagent grade from commercial sources.
MTS (98%) was purchased from Lancaster. 3-Methacryloxypro-
pyl methyldimethoxysilane (MDS, 95%), methacryloxypropyl
dimethylmethoxysilane (MMS, 95%), 4-(chloromethyl)phenyl
trimethoxysilane (CTS) and GTS were obtained from ABCR.
Octyl triethoxysilane (OTS, 97%) was purchased from Merck.
FeCl;-6H,0, FeCly-4H,O (Fluka), NH4,OH aq. (Fluka, p.a.,
25%), HCI 1 M (p.a., Riedel-de-Haén), and tetramethyl ammo-
niumhydroxide (aq) (TMAH, Aldrich, 25%) were used as
received. Citric acid monohydrate (99.5%) was obtained from
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Griissing GmbH. Methyl methacrylate (MMA) was obtained
from Rohm and distilled under reduced pressure. N-isopropyl-
acrylamide (NiPAAm) (99%) and 2.2'-azobisisobutyronitrile
(AIBN) (98%) were purchased from Acros. Copper(I) bromide
(98%) and oligo(ethyleneglycol) methylether methacrylate
(OEGMA, M = 290 g-mol™',) were purchased from Aldrich.
Ethanol was obtained in technical grade and used after distilla-
tion. Dimethylsulfoxide (DMSO) was dried by heating over
calcium hydride (Riedel-de-Haén) for two hours, followed by
distillation under reduced pressure.

Instrumentation. Quasi-static vibrating sample magneto-
metry (VSM) was performed on a MicroMag vibration sample
magnetometer from Princeton Measurements Corporation, with
a field maximum of 1.3 x 10° A-m™'. Zeta potential measure-
ments were performed on a Zeta Sizer 2000 (Malvern Instru-
ments). Transmission electron microscopy (TEM) images were
taken using a Philipps EM 208S. Attenuated total reflection-
infrared (ATR-FTIR) spectra were measured on a Nicolet
FT-IR-5SXB spectrometer equipped with a Specac Golden Gate
Heated Diamond ATR Top Plate. Dynamic light scattering
(DLS) measurements were performed on a High-Performance
Particle Sizer HPP5002 (Malvern Instruments) in ethanol at
20 °C, using 1 x 1 cm? polystyrene cuvettes, unless noted other-
wise. The particle size distribution was derived from a deconvolu-
tion of the measured intensity autocorrelation function by the
non-negative least-squares algorithm included in the DTS soft-
ware. Elemental analysis (EA) of washed and carefully dried
modified particles was carried out with a Perkin-Elmer Analyzer
2400 with an accuracy of measurement of +0.3%.

Synthetic Procedures. The preparation of magnetite nano-
particles was performed under nitrogen atmosphere by alkaline
precipitation of ferrous and ferric chloride (molar ratio 1:2), based
on the method of Massart and Cabuil,*® and subsequent electro-
static stabilization in aqueous solution by the addition ofa 0.01 M
solution of citric acid until the particles flocculate, and redisper-
sion by the subsequent addition of tetramethylammonium hydro-
xide solution.”” A typical procedure results in about 6 g of
particles (yield based on iron > 95%) in 75 mL ferrofluid that
can be employed in the follow-up experiments.

Surface Modification of Fe;O4 Nanoparticles with Alko-
xysilanes. In preliminary experiments, we identified the optimal
reaction conditions in terms of solvent, temperature, and proce-
dureas follows. A portion of the electrostatically stabilized, water-
based ferrofluid was added to dry ethanol at a concentration of
2.0 mg of magnetite per 1 mL of solution. No additional water or
base was added to the reaction mixture. Afterward, a moderate
excess (3.6 mmol per 1 g of magnetite, if not stated otherwise) of
the respective alkoxysilane was added dropwise over a period of
10 min, and the reaction mixture was stirred at ambient tempera-
ture for 15 h. Condensation of the siloxane groups was promoted
by water removal by azeotropic distillation under reduced
pressure. The particles were washed repeatedly with wet acetone
by magnetic separation to remove any excess of reagent, citric
acid, and salts. Afterward, the particles were directly redispersed
in ethanol. A small sample was taken from the stock solution and
dried under vacuum for analysis (ATR-FTIR, EA).

Preparation of Poly(methyl methacrylate) (PMMA)
Magnetic Composites by Covalent Incorporation of Nano-
particles. Fe;0,*PMMA composites were obtained by the in-
corporation of MTS-modified Fe;0, particles into the polymer
matrix of PMMA. A dispersion of MTS-modified Fe;O4 particles
in ethanol was added to the MMA solution followed by the
addition of AIBN (1 mol %), degassing, and purging with argon.
The free-radical polymerization was carried out at 40 °C under an
argon atmosphere.

Fe;04@PNiPAAm Nanogels. Fe;O0,@PNiPAAm hybrid
particles were prepared by a grafting-through free radical

(30) Massart, R.; Cabuil, V. J. Chim. Phys. Phys.-Chim. Biol. 1987, 84(7—8),
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Figure 1. (a) Magnetization curve and (b) zeta potential measurement results for citric acid-modified Fe;O,4 particles in aqueous dispersion.

polymerization process with NiPAAm. For their synthesis,
MTS-modified particles were dispersed in a water/acetone
mixture (70:30, ¢pezos = 10.6 mg-mlfl) in the presence of
NiPAAm (40 mM) and AIBN (1 mol % with respect to
monomer), and heated to 70 °C for 1 h while being stirred.
After the dispersion was cooled to ambient temperature,
acetone was removed by distillation, resulting in an aqueous
nanogel dispersion. To remove free PNIPAAm chains and
monomer residues, the particles were precipitated by the addi-
tion of slightly hydrochloric acidic isopropanol, washed inten-
sively, and redispersed in water by the addition of a few drops of
trimethylamine solution.*!

Fe;04@POEGMA Brush-Coated Nanoparticles. Silane-
modified particles can be used for surface-initiated atom transfer
radical polymerization (ATRP).%3*? For this procedure, the mod-
ified particles were dispersed in dimethyl sulfoxide (DMSO) at a
concentration of 35 mg-1~". After the addition of CuBr/dNbpy
(1:2.5 mol-mol™") as the catalytic system and an adequate
amount of OEGMA, the dispersion was stirred at ambient
temperature for 24 h under argon atmosphere.™

Results and Discussion

Synthesis of Surface-Modified Fe;O4 Nanoparticles. As a
starting material for the surface modification of magnetic nano-
particles, we use FesO,4 nanoparticles obtained from alkaline
solution followed by electrostatic stabilization with citric acid
and tetramethylammonium hydroxide in water®® leading to a
stable ferrofluid of single dispersed Fe;O,. The resulting magnetic
dispersion shows practically no hysteresis in VSM experiments,
indicating superparamagnetic behavior (Figure 1). Using Chan-
trell’s method® of using high and low field expensions of the
Langevin equation (eq 1), we calculate a Fe;O4 concentration of
7.6 mass % from the ratio of the saturation magnetization Mg of
the fluid, and the literature value for pure magnetite nanoparticles
in this size range, 450 kA-m '3

_ pomH
~ keT

1 .
M = Ms (coth a—a> with (1)
where M is the sample magnetization, and H is the strength of th
applied magnetic field. The effective magnetic moment m of a
single particle can be extracted from the initial susceptibility y;,; =
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(M/H) y—. For small fields one gets

m = ikBTXini (2)
Ms  uy

Assuming spherical particles, a volume-average particle dia-
meter d, of 12.3 nm can be calculated on the basis of the initial

susceptibility by using
3/ 6
d, = om (3)
UoT0

TEM images show particles with a size distribution between 5
and 15 nm (Figure 2). No significant difference is found in the size
distribution of bare and functional particles. The core diameter
extracted from a log-normal fitting of the histogram corresponds
to a mean diameter of d, = 10.8 and 10.9 nm for the bare and
MTS-functional particles, respectively, and a standard deviation
of 0 = 0.36 and 0.38. The values are in good accordance with the
volume average diameter obtained from VSM (see above).

The electrophoretic mobility was measured as a function of
operational pH (Figure 1). To exclude particle dissolution at lower
pH*, the experiments restricted to pH > 3. The mobility is positive
at high pH*, and an isolelectric point can be expected at about pH
3. The zeta potential  reaches a value of —58 mV at pH = 8.8,
indicating an excellent colloidal stability in basic conditions.

The surface modification of the magnetite particles was per-
formed in ethanol by the synthetic route shown in scheme 1. The
reaction consists of several subsequent steps: the hydrolysis of
part of the alkoxy groups of the siloxane under basic catalysis and
in the presence of water in alcoholic media, condensation reac-
tions of highly reactive silicic acid derivatives, and the physisorp-
tion of siloxanes or silanols on the particle surface and following
condensation with neighboring OH-groups.'® By azeotropic dis-
tillation of water residues, the condensation reaction is driven to
high conversions, yielding in a tight inter-cross-linked functional
monolayer on the particle surface.

In order to prevent particle agglomeration and to permit a high
degree of surface functionalization, it is required that the disper-
sion stability is not affected or destroyed under the experimental
conditions. According to Scheme 1, the presence of water and
base is required to promote the reaction.'® In initial experiments,
we investigated the influence of the reaction components on the
dispersion stability. While the particles provide a good colloidal
stability when added to ethanol, the presence of small traces of
additional water and ammonia leads to a quick destabilization of
the particle dispersions. In general, the colloidal behavior in etha-
nol can be assumed to be qualitatively similar to the behavior in
water. However, the Debye layer responsible for the electrostatic

DOI: 10.1021/1a902904f C
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Figure 2. (a) TEM images of as-synthesized Fe;O4 nanoparticles; (b) size distribution histogram of as-synthesized and surface-modified
Fe;04 nanoparticles. The line graph indicates the best log-normal fit for MTS-modified particles with ¢, = 10.9 nm and o = 0.36.

Scheme 1. Surface Modification of Fe;O4 Nanopartic]es with Alkoxysilanes
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particle repulsion is much more sensitive to the ionic strength of
the medium, and to the amount of present water.>® In combina-
tion with the long-range particle interactions resulting from the
dipolar character of the magnetic particles, this gives rise to the
dispersion destabilization observed.

By carefully adjusting the experimental conditions, we ascer-
tained that basic groups of citrate and hydroxylic ions from the
electric double layer on the particle surface can catalyze the
hydrolysis of alkoxysilanes. Small quantities of water (about
2% in the final mixture which is an about 50-fold excess with
respect to the hydrolyzable siloxane groups) present from the
ferrofluid addition are sufficient to promote the hydrolysis/
condensation process. The conditions found allow the simple
and high density modification of magnetite nanoparticles with
various surface groups by a chemically stable monolayer coating
of single nanoparticles with alkoxysilanes. Examples for alkoxy-
silanes employed in this study for the functionalization of Fe;04
particles are shown in Figure 3.

The success of the surface modification can be qualitatively
verified by ATR-FTIR spectroscopy, and quantified by EA. In
comparison with unmodified particles, the ATR-IR spectra
(Figure 4a) of the modified particles show characteristic peaks
of the respective modifying reagents. All spectra of modified
samples show significant vibrational absorption of the Si-CH,
bond in the fingerprint region between 1255cm ™" and 1261 cm ™',
in agreement with the literature.””*® Another characteristic signal
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Figure 3. Functional surface-modifying alkoxysilanes employed
for Fe;0,4 nanoparticle functionalization.

can be attributed to the asymmetric —Si—O—Si— vibration
between 1133 cm™" and 991 ecm™".*° Spectra of methacryloxy
group-bearing particles show the vibrational absorption of the
carbonyl double bound at 1706 cm™ .

The size distribution of the particles remains unchanged after
modification, as can be seen in the histogram (Figure 2b) derived
from TEM images. No indication of the formation of secondary
silica particles, or multilayers, is observed.

(39) Hall, S. R.; Davis, S. A.; Mann, S. Langmuir 2000, 16(3), 1454-1456.
(40) Miller, J. D.; Ishida, H. Surf. Sci. 1984, 148(2—3), 601-622.

Langmuir XXXX, XXX(XX), XXX-XXX



Frickel et al.

~_~
2y
~

rel. transmittance —

1000
wave number (cm™)

1500

2000

~
=2

surface coverage C / pmolm™>~"

Article
8

=3
[=%
7 126 3
I 1 L3
3
6 T/Z\T/T 1( 124 g
5 bli/i( j2 e
@iy n:;-;'—ﬂ""g 20%
4l / 1z
\44 o
/ <—| 118~

0 5 10 15

. -1
concentration ¢, / mmol-g

Figure 4. (a) ATR-FTIR spectra of as-synthesized Fe;O,4 nanoparticles (solid line), MTS-modified particles (dashed line), CTS-modified
particles (dotted line), and GTS-modified particles (dashed-dotted line). (b) Surface coverage C (from EA) and Langmuir fit, and
hydrodynamic diameter ¢, (from DLS) of the resulting particles versus concentration c¢yts with respect to Fe;O4 content.

To get more information on the layer formation, we performed
experiments with different concentrations of the siloxane
(Figure 4b). Quantitative information on the layer formation is
based on the carbon content of carefully isolated functional
particles by EA. It should be stated that the analysis by 2°Si
NMR isimpeded by the magnetic nature of the cores. With results
obtained from EA, we extract the functionalization degree f per
mass unit of particles. Taking into account the surface average
particle diameter da = 12.0 nm of single unfunctional particles
obtained from TEM, and the density of Fe;O4 of 5.2 g-cm_3, a
specific surface area of 96 m- g~ ! is obtained that can be used to
calculate the surface coverage C and the number of functional
groups per particle ;. The EA results indicate that the degree of
modification with ethanolic MTS solutions of different concen-
trations shows a Langmuir-like behavior with a maximum surface
coverage of 4.8 umol-m 2. In terms of covered area per molecule,
we reach 0.35 nm*/molecule in the saturation regime. The results
can be compared to recent reported similar values for the
monolayer formation of trifunctional silanes on different sur-
faces.**? They reasonably fit theoretical expectations from space
filling projections according to molecular mechanics calculations:
for a MTS monolayer formation, the surface functionalization
density varies between 2.8 umol-m ™2 and 6.9 umol-m > depend-
ing on the molecule orientation with respect to the surface.*’

DLS measurements of single dispersed MTS-modified magne-
tite particles (Figure 4b) exhibit an averaged hydrodynamic
diameter @y, of 20.3 £ 1.3 nm, and the hydrodynamic diameter
of unmodified particles in ethanol was determined to be 22.4 + 1.2
nm. Similar observations were made for particles with different
functional coatings (Table 1). Accordingly, the particle size is not
significantly altered in the course of the functionalization process,
in agreement with the absence of particle agglomeration, multi-
layer formation, and secondary particle nucleation. Together with
EA results, the data indicate the formation of a reaction-site and
monomer size-limited monolayer of MTS on the particle surface.

Accordingly, we analyzed the formation of functional mono-
layers with alkoxysilanes carrying different organic groups
(Table 1). All modified particles show surface coverage values
that are in accordance with the formation of a monolayer limited
by the number of reaction sites and the steric hindrance of the
silane substituents. We can assume that this results in about 1000
functional sites per individual particle from a choice of metha-
crylic, glycidyl, chlorobenzyl, and alkyl functionalities.

Although MTS, MDS, and MMS (Figure 3) are of struc-
tural similarity, EA results (Table 1) reveal that the degree of

(41) Ishida, H.; Naviroj, S.; Koenig, L. In Physical Aspects of Polymer Surfaces,
Mittal, K. L., Ed.; Plenum: New York, 1983; Vol. 7, p 91.

(42) Favis, B. D.; Blanchard, L. P.; Leonard, J.; Prud’homme, R. E. J. Appl.
Polym. Sci. 1983, 28(3), 1235-1244.
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Table 1. Functionalization Degree f (from EA), Calculated Surface
Coverage C, Average Surface Area A Per Molecule, Number of
Functional Groups Per Particle ng, and the Hydrodynamic Particle
Diameter dj, (from DLS) for Surface-Modified Fe;O4 Nanoparticles
with Different Functional Groups

C A (nm?/ ny d,

(mmol-g~ ") (,umol-m72) molecule) (x 10° p. p.) (nm)
MMS 0.33 3.43 0.48 0.93 23.6+1.3
MDS 0.38 3.95 0.42 1.07 228+ 1.8
MTS 0.45 4.71 0.35 1.27 20.3+0.7
GTS 0.47 4.88 0.34 1.32 264+ 1.0
CTS 0.48 4.97 0.33 1.35 n. d.
OTS 0.37 3.84 0.43 1.04 253 +2.1

modification is lower in the case of MMS and M DS, compared to
MTS. This can be related to a higher surface area 4 covered by
each molecule, resulting from the higher steric demand of the
methyl groups present at the silicon center, and the decreased
probability to form —Si—O—Si— bridging bonds.

The degrees of functionalization f of other trifunctional silox-
anes (OTS, GTS, and CTS) can be found in the same range as that
for MTS. Among those, OTS shows the highest surface area 4 per
molecule, probably due to the presence of the bulky octyl chain.

Follow-Up Modification of Modified Magnetite Particles
with Polymers. The modification of the nanoparticle surface
with functional alkoxysilanes allows the design and realization of
defined polymer hybrid architectures. By the introduction of
different chemical groups, a number of follow-up modification
reactions by grafting from or grafting through polymerization
become accessible leading to a variety of organic—inorganic
structures. Here, we show several examples for the application
of silane-modified MNP in the synthesis of magnetic polymer
hybrids.

MTS-Modified MNP. The introduction of methacryloxy
groups to the particle surface results in multifunctional particulate
species that can participate in polymerization reactions under
appropriate conditions. Most importantly, the particles must
provide sufficient colloidal stability in the polymerization mix-
ture, and the functional surface must be amenable to chemical
reactions with monomers and growing chains under the experi-
mental conditions. In the case of copolymerization with metha-
crylic or methacrylamide comonomers, the latter is facilitated by
the chemical similarity of the surface-attached propyl metha-
cryate groups to the monomers.

In bulk experiments, we demonstrate the incorporation of
magnetic nanoparticles into PMMA composites, where they act
as a particulate cross-linker and as a functional filler at the same
time. We verified the dispersibility of the modified particles in
MMA monomer by extracting the particle size distribution by
DLS (Figure 5a). The hydrodynamic radius found in MMA
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Figure 5. (a) Hydrodynamic particle diameter d, distribution of MTS-modified Fe;O, particles in ethanol and in MMA. (b) MC heating
curves of Fe;04*PMMA composites with varying magnetite content (H = 42.6 kA-m ™).

Scheme 2. Synthesis of Magnetic Polymer Hybrid Nanocomposites of Different Architecture by Employing Different Surface-Functionalized
Fe3;04 Nanoparticles As Multifunctional Nanosized Comonomers or Initiators
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dispersions is practically unchanged compared to ethanol and
water values, indicating an excellent dispersibility of the indivi-
dual particles in MMA at room temperature. However, in
temperature-dependent DLS experiments, we observed a quick
destabilization of the dispersions at temperatures higher than
40 °C. Consequently, we carried out the bulk reaction at low
temperature.

Fe;0,*PMMA composites are synthesized by a free radical
polymerization of MTS-modified Fe;O4 nanoparticles dispersed
in MMA monomer with AIBN (see Scheme 2a). TEM images of
the resulting monoliths show a fine and homogeneous random
distribution of single particles and small aggregates (see Figure 6).
The nanocomposites are cross-linked networks, as can be demon-
strated by swelling in chloroform. The swelling degree in chloro-
form is found to be between 5 and 10 for networks with magnetite
content in the solid between 2 and 10 mass %, and show a
dependence on the particle fraction, indicating the contribution of
the particles to cross-linking. Analogous experiments on MMA
polymerization under the conditions, but performed without
particles, respectively with unfunctional particles, did result in
polymer materials that are almost fully soluble in toluene and
have only low gel content. To our knowledge, this is the first
example reported of particulate cross-linked networks with mag-
netic properties. Mechanical and magnetomechanical properties
of these materials are currently investigated.

The resulting Fe;04*PMMA composites show a considerable
temperature rise when subjected to an HF electromagnetic field
due to hysteretic and relaxational processes of the superparamag-
netic particles. The resulting heat loss is of interest for local
heating, e.g., for tumor treatment, hot glue activation, and
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mechanical activation. " We investigate the magnetic heat-
ability of the Fe;0,¥PMMA composites in magnetocalorimetric
(MC) experiments. In these experiments, the samples are sub-
jected to the field of an induction coil, and the heating process is
monitored by a glass fiber optic sensor system.

The MC heating curves show an increasing heating effect with
increasing magnetite content (Figure 5b). Temperatures up to
130 °C are reached within the composite containing 10.2 mass-%
of magnetite. The specific heating power (SHP) is calculated from
the initial slope of the heating curve by taking into account the
heat capacity ¢, and the magnetite content stge304 of the compo-
site (eq 4).%

dTr

Cp —_
SHP = —dr. 4)
HUre;0,

The SHP values of the investigated samples are calculated to
12.2and 13.8 W-g !, respectively. In comparison, the SHP of the
particles in aqueous dispersion is considerably higher, found at
about 100 W-g~ !, independent of concentration.** This can be
attributed to the fact that a magnetic relaxation of the particles
moments by Brownian rotation is possible only for the dispersed

(43) Hergt, R., Andra, W. In Magnetism in Medicine; Andra, W., Nowak, H., Eds.;
Wiley-VCH: Berlin, 1998; p 550.

(44) Glockl, G.; Hergt, R.; Zeisberger, M.; Dutz, S.; Nagel, S.; Weitschies, W.
J. Phys.: Condens. Matter 2006, 18(38), S2935-S2949.

(45) Kirsten, C.; Roth, M.; Lammerschop, O.; Sauer, H.-M.; Ger. Patent DE
100 37 883 Al, 2002.

(46) Schmidt, A. M. Macromol. Rapid Commun. 2006, 27(14), 1168-1172.

(47) Kaiser, A.; Winkler, M.; Krause, S.; Finkelmann, H.; Schmidt, A. M.
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particles, and is suppressed for particles immobilized in the
matrix.

A second example of polymeric nanostructures employing
MTS functional magnetite nanoparticles are magnetoresponsive
nanogels of surface-attached poly(N-isopropylacrylamide)
(PNiPAAm). They are obtained by the free radical polymeriza-
tion of NiPAAm in aqueous solution in the presence of MTS-
modified Fe;O4 nanoparticles by a pathway similar to the one
recently reported by Sun et al. (Scheme 2b).”!

The ATR-FTIR spectrum of dry Fe;O4@PNiPAAm after
extensive washing is shown in Figure 7a in comparison to the
MTS modified particles and pure PNiPAAm. The characteristic
peaks of secondary N—H stretching at 3427 and 3291 cm ™',
together with the peaks at 1631 em™! (C=0) and 1535 cm™!
(N—H bending), and the similarity of the fingerprint region are

Figure 6. Microtome TEM of Fe;04¥PMMA nanocomposite
with 0.5 mass % Fe;Oy.

Article

clear evidence of the presence of PNiPAAm on the particle
surface. The polymer fraction of the materials according to EA
is between 10 and 20 mass %, depending on the experimental
conditions, and the growth in particle diameter indicated by DLS
compared to MTS-functional particles is between 4 and 6 nm.

In cloud point photometry experiments of diluted aqueous
Fe;04@PNiPAAm dispersions, a characteristic increase in tur-
bidity is detected in a temperature range of 30—45 °C (Figure 8a).
A reversible agglomeration is accompanied, which is led back to
the critical solution behavior (CST) of the PNiPAAm shells. This
fully reversible thermoflocculation®** can be used for particle
separation, e.g., for specific magnetic labeling of molecules and
cells.

CTS-Modified MNP. By using CTS as the functionalizing
agent, chlorobenzyl groups are introduced that show good
initiator properties for surface-initiated ATRP®** and enables
the preparation of magnetic core/polymeric brush hybrid parti-
cles (Scheme 2). We show the possibility to produce hybrid
magnetic particles with shells composed of poly[oligo-
(ethyleneglycol)methylether methacrylate] (POEGMA), being
dispersible particularly in polar solvents such as dimethylforma-
mide (DMF), DMSO, and water, as well as in chloroform. The
successful modification can be demonstrated by ATR-FTIR
(Figure 7b). The spectra of carefully washed and dried modified
Fe;04 nanoparticles show characteristic peaks for CH, (2866
em "), C=0(1735cm™"),and C—0 (1099 cm ") that indicate the
presence of POEGMA. In addition, several peaks in the finger-
print region at 1356, 1251, 1196, 1060, and 1022 em” ! are also
found in the ATR-IR spectrum of the free polymer.

The dispersion properties of the magnetic fluids obtained were
studied by DLS (see Figure 8b) and were compared to the
polymer-to-magnetite ratio in the resulting hybrid nanostructures
as extracted from thermogravimetric analysis (TGA) and EA.
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Figure 7. ATR-FTIR spectra of (a) MTS modified Fe;O, particles (dotted line), PNiPAAm (dashed line), and Fe;O4@PNiPAAm particles
(solid line); and (b) of CTS modified magnetite particles (dotted line), POEGMA (dashed line), and Fe;O4@POEGMA particles (solid line).
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Figure 8. (a) Cloud point photometry experiments of Fe;O4@PNIPAAm dispersions in water. (b) Hydrodynamic particle diameter
distribution of CTS-modified particles in water (solid line) and Fe;04@POEGMA particles in DMSO at different molecular weights of

the polymer arms.
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As expected, the higher the polymer content, the larger the
structures are in DMSO, being in accordance with the proposed,
brush-like structure.

Conclusion

We describe a straightforward method for the synthesis of
modified magnetite nanoparticles by direct surface modification
with functional alkoxysilanes in ethanol. By combining analytical
methods, we could qualitatively as well as quantitatively demon-
strate the irreversible attachment of alkoxysilane monolayers.

Using a choice of alkoxysilanes as modifying agents, we
obtain particles with different functional groups on the particle
surface, which then allowed different follow-up steps. We have
demonstrated the fabrication of magnetic hybrid polymer

H DOI: 10.1021/1a902904f

Frickel et al.

nanostructures of various architectures based on organosilax-
ane-modified Fe;O4 nanoparticles. Regarding the great variety of
available siloxanes, this method is of use for the design and
realization of even more complex structures from organic and
inorganic components.
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Abstract

We developed multifunctional magnetic polymer brushes with a tailorable
thermoresponsive dispersion behavior that can be activated by AC magnetic
fields. Via surface-initiated ATRP, magnetic core-shell nanoparticles are
obtained that are composed of nanosized superparamagnetic iron oxide cores
and a copolymer shell. The shell consists of oligo(ethylene glycol) methylether
methacrylate (OEGMA) and methoxyethyl methacrylate (MEMA) copolymers
that show a lower critical solution temperature (LCST) in water.

The hybrid structures are easily dispersible in water at room temperature, and
show a reversible thermoflocculation at critical temperatures adjustable by the
copolymer composition. The phase separation can alternatively be initiated and
recorded by magnetic heating caused by magnetic losses in AC fields. This
method offers a convenient way for the remote-controlled heating and

agglomeration of disperse systems.

Keywords

Thermoresponsive magnetic nanoparticles; LCST; magnetic heating



1. Introduction

The possibility to control material properties by external stimuli is of
considerable importance for the development of novel technologies for
actuation, sensing, and pumping, e.g. in microfluidic devices. Recently,
thermosensitive polymers have been combined with nanoparticles in order to
achieve their reversible phase transition in water and other media leading to
flocculation for instance [1-8]. The polymers show a thermoreversible change
in solubility in the form of a lower or upper critical solution temperature
(LCST/UCST).

By combining thermoresponsive polymers with magnetic nanoparticles,
hybrid materials become possible that can be manipulated by two stimuli;
temperature and magnetic fields. Such dual responsive materials are of interest
for a variety of applications ranging from magnetic separation or drug release
systems to sensors and actuation [8,9].

We, and other groups, have demonstrated, that magnetite nanoparticles
decorated with a stabilizing shell composed of LCST or UCST polymers lead
to nanocomposites that show thermally inducible flocculation behavior in the
carrier medium [3,6,10-15]. The single particles agglomerate at a critical
temperature resulting in an enhanced magnetic response. Thus the particle
agglomerates can be separated easily by low magnetic field gradients, and
facilitate, for instance, the separation process in purification applications of
biomolecules.

For water-based thermoresponsive magnetic hybrid systems most often
poly(N-isopropylacrylamide) (PNiPAAm) is most often chosen as the
polymeric stabilizing shell because of its LCST (32 °C) which is near to body
temperature and nearly insensitive to environmental conditions such as ionic
strength and pH [16,17]. Magnetite (Fe;O4) or maghemite (y-Fe,O;) are
predominantly use as magnetic nanoparticles due to their biocompatibility and
well understood and easy synthesis. In contrast, Chanana et. al. have recently
presented nanocomposites based on magnetite and thermoresponsive
poly(oligo(ethylene glycol) methacrylate) (POEGMA) copolymers [18]. The
advantage of these polymers compared to PNiPAAm is a LCST in water
adjustable by the oligo(ethylene glycol) chain length in a wide temperature



range. Furthermore PEG derivatives are known to be biocompatible and to
avoid protein adsorption on surfaces [19,20].

The magnetic interaction of the nanoparticles is not limited to the attractive
forces that are used in separation applications. Magnetic nanoparticles can also
be used as heat generators. In AC magnetic fields of the kHz range, the
nanoparticles transform magnetic energy to heat energy due to relaxation
processes and hysteresis losses [21-23]. This remote controlled way of heat
generation is under intensive investigation for cancer therapy in magnetic fluid
hyperthermia [24-25].

In the present report, we discuss the preparation and characterization of
magnetic core-shell nanoparticles that show a fully reversible and tailorable
thermoflocculation in water. The thermosensitive brush-like polymer shell is
obtained via surface-initiated ATRP of methacrylates with hydrophilic side
chains. The resulting magnetic polymer brush particles are superparamagnetic,
show a high grafting density, and exhibit a thermoresponsive dispersion
behavior in water due to a LCST of the polymer arms. By exposure of the
obtained nanoparticle dispersions to an AC magnetic field, we are able to heat
the fluids by remote control to temperatures above LCST so that the phase
transition occurs. From the obtained heating behavior we collect calorimetric

data that are compared to conventional DSC results.

2. Experimental Section
2.1. Materials

2,2’-Bipyridine (bpy) (Aldrich, 99 %), 2-bromo-2-methyl-propionic acid
tert-butyl ester (Aldrich, 98%), copper(I) bromide (CuBr) (Aldrich, 98%),
oligo(ethylene glycol) methylether methacrylate (OEGMA, Aldrich, M,=
289.95 gmol') are used as received without further purification. 2-
Methoxyethyl methacrylate (MEMA, Aldrich, 99 %) is distilled under reduced
pressure and stored under argon. Dimethylsulfoxide (DMSO) is dried by
heating over calcium hydride (Riedel-de-Haen) for two hours, followed by

distillation under reduced pressure.



2.2. ATR Copolymerization of OEGMA and MEMA in DMSO solution

Copper(I) bromide (36.5 mg, 0.26 mmol), 2,2"-bipyridine (100.0 mg, 0.64
mmol) and 2-bromo-2-methyl-propionic acid tert-butyl ester (48 ul, 0.26
mmol) were added to a Schlenk flask. Afterwards, the flask was degassed and
subsequently purged with argon three times. Then 5.0 ml degassed DMSO was
added for dissolution. The polymerization was started by addition of a
degassed mixture of MEMA and OEGMA (20 mmol total monomer content).
The reaction was carried out for 72 h at ambient temperature. The polymer

fraction was isolated by precipitation with ether/acetone.

2.3. Polymer brush-decorated magnetic particles

The synthesis of the employed FeOy nanoparticles (with a composition close
to Fe;04) and the surface immobilization of 2-bromo-2-methylpropionic acid
(BMPA), is described in detail elsewhere [11,12]. The surface-initiated ATRP
of MEMA and OEGMA is performed by dissolving 43.0 mg (0.30 mmol)
CuBr and 120 mg (0.77 mmol) bpy in 12 ml of a DMSO based FeOx@BMPA
particle dispersion (c(FeOy) = 0.83 mg-ml™), and heating to 50 °C. To start the
polymerization, the respective mixture of the two comonomers MEMA and
OEGMA (10 mmol of total monomer) is added. The comonomer ratio is varied
to achieve copolymer shells with a MEMA content between 0 and 50 mol-%.
The reaction is carried out for 5 d stirring at room temperature. Afterwards, the
obtained core-shell nanoparticles are transferred to aqueous carrier media by
particle precipitation from DMSO dispersions using diethyl ether, magnetic

separation, washing and redispersion in water.

2.4. Core acidolysis of magnetic brush particles

In order to isolate and characterize the polymer arms of the obtained core-
shell structures, 1 ml of the obtained DMSO-based FeO@P(OEGMA-co-
MEMA) particle dispersion is precipitated by adding diethyl ether. After
magnetic separation and several washing steps with diethyl ether, the particle

precipitate is redispersed in 2 ml of 3 M hydrochloric acid. The FeOx cores of



the hybrid materials were dissolved under the influence of the acid, resulting in
a yellow solution. For the separation of the copolymers, the mixture is heated,
resulting in a precipitation of the copolymers above the LCST. The supernatant
is decanted, and fresh water is added to the polymer precipitate. This procedure
is repeated until the supernatant is practically colorless. The copolymers are

analyzed by GPC and NMR.

2.5. Analytic methods and instrumentation

ATR-IR spectra are measured on a Nicolet 6700 spectrometer. Elemental
analysis is performed on a Perkin-Elmer 2400 CHN analyzer. For TGA, a
Netzsch STA 449c in a He atmosphere is used with a heating rate of 10 K-min™
between 30 and 600 °C. Gel permeation chromatography (GPC) elugrams are
collected on THF (300 x 8 mm”> MZ Gel Sdplus columns, Waters 410 RI-
detector) relative to polystyrene standards. NMR spectroscopy is performed on
a Bruker DRX500 at 500 MHz and ambient temperature. DLS experiments are
performed on a Malvern HPPS-ET. The particle size distribution is derived
from a deconvolution of the measured intensity autocorrelation function of the
sample by the General Purpose Mode (non-negative least-squares) algorithm
included in the DTS software. Each experiment is performed at least three
times. Turbidity curves are collected on a Tepper TP1 cloud point photometer.
From the turning point of the turbidity curves the critical temperature 7 is
obtained. Vibrating sample magnetization (VSM) measurements are
implemented on a ADE Magnetics vibrating sample magnetometer EV7.
Induction heating experiments are performed on a Hiittinger HF generator Axio
5/450T equipped with a copper inductor (I = 50 mm, dI = 35 mm, n = 5), and
operating at 250 kHz and a magnetic field of 31.5kA-m™’. Differential
Scanning calorimetry thermograms are collected on a Mettler-Toledo DSC

822 at 5 K-min™.

3. Results and discussion

Based on our recent work on the synthesis of magnetic brush particles, and
more recent works by others [11,18,20,26,27] we here report the synthesis of
water-dispersible nanostructures composed of a magnetic core and P(OEGMA -

co-MEMA) brush shell. The thermoflocculation behavior of the particles in
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water is investigated by different methods using conventional and magnetic
heating.

The polymerization behavior of the two comonomers of choice, MEMA and
OEGMA (s. figure 1), and the dependence of the critical solution temperature
on the composition are analyzed on model copolymers.

Thermoresponsive magnetic polymer brushes are formed by surface initiated
copolymerization of MEMA and OEGMA in DMSO by using FeOx@BMPA

nanoparticles as macroinitiators (s. scheme 1).
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Scheme 1: Synthesis of FeOx@P(OEGMA-co-MEMA) magnetic polymer
brush particles by surface initiated ATRP.

- D4

3.1 Model Copolymers

In order to investigate the polymerization characteristics of the comonomer
system of choice under ATRP conditions, and to validate the reaction
conditions as well as the properties of the resulting copolymers, we present
results on a series of model copolymers prepared from OEGMA and MEMA in
DMSO at 50 °C with CuBr/bpy (1:2) as the catalyst. As initiator, we employed
2-bromo-2-methyl-propionic acid tert.-butyl ester was used as a low molecular
analogue for the functionalized particles. While the total monomer-to-initiator
ratio was chosen to result in a molecular weight of 20,000 g'mol”, we varied
the initial monomer composition between 0 % and 70 % of MEMA. The
obtained copolymer composition, molecular weight, and molecular weight
distribution are presented in table 1 together with the thermal properties of their

aqueous solutions.



Table 1. Molecular weight, composition, and cloud point temperatures of

P(OEGMA-co-MEMA) model copolymers®

sample® HMEMA exp M, M,/ M, T,
% g-mol’! °C

P(OEGMA-co-MEMA)71 71 19,390 1.96 228
P(OEGMA-co-MEMA)62 62 19,700 2.03 31.4
P(OEGMA-co-MEMA)57 57 22,860 2.07 36.9
P(OEGMA-co-MEMA)34 34 20,460 1.78 472
P(OEGMA-co-MEMA)27 27 18,350 1.71 53.2
P(OEGMA-co-MEMA)5 5 15,860 1.70 56.8
POEGMA 0 11,350 1.40 65.4
POEGMA" 0 13,950 1.13 n.b.

* sample annotations: P(OEGMA-co-MEMA)[ yMEMA expl; XMEMA,exp:  molar
fraction of MEMA in copolymers (by 'H-NMR); M,: number average molar
mass (by GPC), M,/M,: polydispersity index (by GPC), , 7.: cloud point
temperature (by CPP); ° prepared by replacing CuBr with CuCl during

synthesis.
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Figure 1. a) 'H-NMR spectrum of model copolymer P(OEGMA-co-
MEMA)27; b) experimentally determined molar fraction of MEMA
AMEMA exp.in Of model poly(OEGMA-co-MEMA) copolymers (crosses), and in
polymer brush particle shells (circles), vs. initial MEMA fraction ymema theo 1

the comonomer mixture.



A typical 'H-NMR spectrum of the copolymers in D,O is shown in figure 2a
for P(OEGMA-co-MEMA)27. The signals of the spectrum can be assigned to
the copolymer protons as indicated in the figure inset [28]. The copolymer
composition is determined from the spectra from the intensity ratio of signals 1
and 2 as a measure of the average side chain length in the copolymer. From this
value, we can easily calculate the molar ratio of the two comonomers and their
distinct side chain length.

The obtained values for the molar fraction of MEMA yuvemaexp in the
copolymers correspond well with the MEMA molar fraction ymema theo
expected from the monomer feed (figure 2b). This is in agreement with the
high conversion (> 90 % in all runs). In addition, the molecular weight
determined by GPC are close to the initial monomer-to-initiator ratio of 20,000
g'mol™.

However, the molecular weight distribution, as indicated by polydispersity
index M,/M, of up to 2, is higher than expected for an ideally controlled
reaction. This observation is in agreement with reports of others, indicating that
a comparably slow initiation process of the BMPM/CuBr/bpy system in
methacrylate ATRP [29,30]. We achieved substantial advancement by using
CuCl instead of CuBr, thus slowing down the propagation step, and amending
the rate of initiation and propargation. However, in the course of the project,
the CuCl system proved to be inefficient in the corresponding surface-initiated
polymerization protocols. For the preparation of hybrid particles, we therefore
stayed with the CuBrt/bpy system.

All obtained copolymers with the exception of PC(OEGMA-co-MEMA)71 are
well-dispersible in water at room temperature. Yet, as previously shown for
similar copolymers containing oligo(ethylene glycol) methacrylate monomers
with different side chain lengths, they possess lower critical solution behavior
in water [31,32] that can be adjusted by the copolymer ratio. Below the phase
transition temperature, the formation of stabilizing hydrogen bonds between
solvating water molecules and ether oxygen atoms of the hydrophilic side
chains counteract the hydrophobic effect of the carbon backbone [33], and the
polymers exhibit good water solubility. With increasing temperature, thermal
fluctuations antagonize the hydrogen bond formation, and at a relatively

narrow temperature range depending on the shell composition, flocculation is



observed, and allows the determination of the cloud point temperature 7, by
cloud point photometry (CPP) [11,12].

In the series of the presented copolymers, we find an almost linear
correlation of 7, with the composition (figure 2a). This can be attributed to the
gradual change in the polymer-solvent interaction quality with respect to the
composition and is mainly ascribed to the variation in density of the longer side
chains along the molecule. We will show below that this behavior can be used

to magnetically induce a thermoflocculation of core-shell particles caused by
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Figure 2. a) Cloud point temperature 7, of P(OEGMA-co-MEMA) model
copolymers (circles) and of FeOx@P(OEGMA-co-MEMA) (crosses) in water
in relation to molar fraction of MEMA ymEemaexp.int the polymer fraction; b)
VSM loop of saturated magnetic fluid based on FeOx@P(OEGMA-co-
MEMA)36 nanoparticles in DMSO.

3.2 Core-Shell Particle Synthesis and Characterization

For the preparation of hybrid particles, we employed polymerization conditions
comparable to model copolymer synthesis in the presence of initiator-
functional magnetic particles. We obtained core-shell objects with polymer
shells of different copolymer compositions that are easily dispersible in
DMSO, DMF, CHCI;, and water.

In the first step, FeOy nanoparticles are prepared by alkaline precipitation
based on a method of Cabuil and Massart [34] and is described, as well as the
surface  functionalization of FeOx nanoparticles with 2-bromo-2-
methylpropionic acid (BMPA), in detail elsewhere [11,12].

The surface-initiated copolymerization of OEGMA and MEMA was

performed with BMPA functionalized magnetite nanoparticles as
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macroinitiators suspended in DMSO at 50 °C in the presence of CuBrt/bpy.
From the obtained black particle dispersions, the core-shell particles were
isolated and purified by repeated precipitation, washing, and magnetic
separation cycles before redispersion in water. The particles are easily
redispersible up to 5 mass-% of solid.

In order to confirm the success of the polymerization, ATR-IR spectra of
carefully washed and dried particles were taken. Figure 3a compares the
spectrum of FeOx@POEGMA to those of BMPA functionalized and bare FeOy
nanoparticles.

We observe intensive peaks that are assigned to the presence of POEGMA
or its copolymers with MEMA in the spectra of all polymer-modified particles,
including signals assigned to the methyl and methylene groups (2875 cm™, b),
the C=0 double bond (1714 cm™, s), the C-O single bonds 1101 cm™, b) and
several peaks in the fingerprint region at 1356, 1251, 1196, 1060 and 1022 cm™
that are also found in the ATR-IR spectrum of the free polymer. The ATR-IR
spectra of FeOx@P(OEGMA-co-MEMA) particles with different shell

composition show no qualitative difference.
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Figure 3: a) ATR-IR spectra of as synthesized FeOx nanoparticles, BMPA
functionalized FeOy particles and FeOx@OEGMA magnetic polymer brushes;
b) Sample mass loss vs. sample temperature 7 in TGA experiments on
FeOx@P(OEGMA-co-MEMA): compact line: FeOx@P(OEGMA); dotted line:
FeOx@P(OEGMA-co-MEMA)36; dashed line: FeOx@P(OEGMA-co-
MEMA)18; dash-dotted line: FeOx@P(OEGMA-co-MEMA)53.

The composition of the obtained hybrid materials is analyzed by
thermogravimetric measurements. In figure 3b the sample mass loss of dry

FeOx@P(OEGMA-co-MEMA) nanoparticles in TGA is shown over the sample
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temperature 7. A mass loss of 33 % - 63 % is observed between 200 °C and
480 °C that can be attributed to the decomposition of the polymeric shell, with
a maximum degradation rate at 300 °C. A two-stage decomposition is observed
for the particles with the highest MEMA content. The lower polymer fraction
obtained for FeOx@P(OEGMA-co-MEMA)I8 and FeOx@P(OEGMA-co-

MEMA)53 can be explained by uncomplete conversion during synthesis.

Table 2. Composition of investigated FeOx@P(OEGMA-co-MEMA) core-

shell nanoparticles®

dc Mm N
XMEMAtheor XMEMAexp. Mn  My/My  up dypy nm  wt- T

Sample” mol-% mol-%  g/mol wt.-% nm % °C
FeO,@POEGMA 0 0 67100 1.2 629 169 102 2.10 61.2
FeO,@P(OEGMA-
co-MEMA)18 10 17.8 35900 1.4 438 127 107 191 534
FeO,@P(OEGMA-
co-MEMA)36 30 36.2 65270 1.8 62.8 171 10.5 248 437
FeO,@P(OEGMA-
co-MEMA)53 50 52.7 36100 1.3 33.8 113 103 1.22 36.6

* FeOx@P(OEGMA-co-MEMA)[ JMEMA exp], #p: mass fraction of copolymer in
dry particle powder (TGA), uvr: mass content of FeOy in saturated DMSO
dispersion (VSM), dj,,: number average hydrodynamic diameter (DLS), d.:
volume average core diameter (VSM), M,: number average molar mass (GPC),
M,/ My: polydispersity index (GPC), ymema.eor: theoretical MEMA mol
content from comonomer ratio, ymemaexp: Obtained MEMA content in

copolymers (‘H-NMR), T.: critical solution temperature (CPP).

The composition of the polymer shell and the molecular weight of the brush
arms become accessible after acidolysis of the core for a part of the sample,
and isolation of the polymer fraction. The mild conditions of acidolysis have
been proven to be harmless to the polymer, as confirmed by control
experiments. The isolated polymers are characterized in solution using 'H-

NMR and GPC.
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The results can be found in Table 2. The molecular weights are in the range
of 30-70,000 g-mol”, with low polydispersity indices (PDI) between 1.2 and
1.4 (and one exception). As for the composition, we find in all cases an
acceptable agreement to the initial comonomer mixture during synthesis. By
dynamic light scattering, hydrodynamic diameters between 113 nm and 169
nm are found, which are in agreement with the sizes of single-cored brush
particles expected for their respective molecular weight by using a blob model
for curved surfaces [35].

By quasi-static magnetization experiments, we obtain information on the
magnetic properties of the particle dispersions (s. figure 3b). A sigmoidal field-
dependent magnetization curve is obtained, with a negligable coercitivity
indicating a superparamagnetic behavior. From the saturation magnetization M
for H — «, the FeOx mass content is accessible, indicating mass fractions of
the magnetic cores between 1.2 mass-% and 2.5 mass.% (s. Table 2). From the
initial coercitivity yini = (M/H)y—, we calculate the volume average core
diameter d, according to Chentrell’s method, resulting in values between 10.2
nm and 10.7 nm for all samples. This observation indicates an individual

response of the single nanoparticles to the magnetic field.

3.3 Thermoflocculation

The polymer brushes on the particle surface serve as dispersion stabilizers
when brought to a medium that is a good solvent for the shell. Thus, in aqueous
media, the hybrid particles show thermoresponsive behavior: [18] while
readily dispersible at low temperature, they reversibly flocculate when the
dispersion temperature reaches the 7, of the shell. Phase separation is the
consequence.

In Scheme 1, the effect is shown schematically and in photographs of a
water-based particle dispersion. Below Tg, the stabilizing effect of the solvated
shell is active, and the particles form stable dispersions up to 5 % solid. With
strong magnets, the fluid can be manipulated as a whole against gravity, and
the particles are not separated from the fluid. In contrast, above the T, the shell
collapses and leads to particle agglomeration. As a consequence, the particles

can be easily separated with a magnet. The phase transition is fully reversible
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so that a stable magnetic fluid is reformed after cooling below the LCST of the
copolymeric shell.

We determine the cloud point temperatures 7; of the hybrid particles with
different shell composition by CPP, and compare the results to the

hydrodynamic diameter d}, in water obtained by DLS (s. figure 4).

Scheme 1. Thermoflocculation of magnetic core-shell particles (here:

FeO@P(OEGMA-co-MEMA)36) in water.

Both methods indicate well-dispersed nanoparticles for all batches at 25 °C.
Similar to the model polymers, particle dispersions show a sudden decrease of
the transmittance upon heating, while in DLS, we observe a dramatic increase
of the hydrodynamic diameter in the same temperature range. Both
observations are caused by the agglomeration of the core-shell particles at T,
and the two methods are in good agreement for all investigated samples.

We extract 7, from the turning points of the CPP graphs, and find a
dependence of 7. on the shell composition that is in full accordance to the
results of the model polymers (s. Figure 2). A linear relationship between 7t
and ymemaexp 18 confirmed, that allows the easy tailoring of the
thermoflocculatrion temperature of core-shell particles by the shell

composition.
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Figure 4. a) Number average hydrodynamic diameter d,, (DLS) vs temperature
T, b) relative transmittance vs temperature 7 (CPP): compact line:
FeOx@P(OEGMA); dashed line: FeOy@P(OEGMA-co-MEMA)18; dotted
line: FeOx@P(OEGMA-co-MEMA)36; dashed dotted line, FeOx@P(OEGMA-
co-MEMA)53.

3.4 Behavior in AC Magnetic Fields

The ability of superparamagnetic nanoparticles to locally develop heat when
exposed to external AC magnetic fields in the kHz range is of considerable
interest to activate physical or chemical processes in the vicinity of the
particles, e. g. in hyperthermia [24,25], and for the remote operation of
thermoresponsive soft actuators [36]. The heat development occurs due to
relaxational processes (Neél and Brown) as well as hysteresis effects that
results in considerable losses during the dynamic magnetic response of the
materials [21,37,38]

We investigated the behavior of FeO@P(OEGMA) dispersions in an
oscillating magnetic field (250 kHz, H=31.5 kA-m'l). The experiments are
performed in a vacuum-isolated glass sample container. Different samples with
varying magnetite concentrations ur.ox of FeOx@POEGMA nanoparticle based
magnetic fluid in water were exposed to the oscillating magnetic field. Via a
fiber-optical sensor the fluid temperature 7 was measured with time 7. The

resulting heating curves are presented in Figure 5 a.
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Figure 5. a) Sample temperature 7 vs. irradiation time t for FeOx@P(OEGMA)
nanoparticle dispersions in AC magnetic field (300 kHz, H=42.6 kA'm™); b)
heating power cp(d7/df),—o from the thermograms vs. FeO, content of
FeOx@P(OEGMA) nanoparticle dispersions in water, c¢) differential
magnetocalorimetric thermograms in comparison to logarithmic fits, and to the
DSC thermogram. ureox vs.compact line: ureox = 1.00 mass-%; dashed line:
Ureox = 0.75 mass-%; dotted line: yreox = 0.50 mass-%; dash-dotted line: greox
= 0.25 mass-%; dash-dot-dotted line ureox = 0.10 mass-%;

The temperature of all samples increases within minutes to temperatures up
to 80 °C depending on the FeOy content. For each of the resulting
thermograms, the early course of the graphs can be sufficiently described as
resulting from a heat flux dQ/dt caused by the magnetic particles that is
constant over time, and a logarithmic decrease of dT/dt with time due to heat

loss to the environment. A higher FeOy content leads to faster heating.
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For each concentration, the heat flux dQ/dt per mass unit of fluid is
calculated from the initial slope (d7/d#)—0

@ - (d_Tj -C eq. 1
dt dat ), °

by estimating the specific heat capacity cp from the composition of the fluid. A
graph of dQ/dt over the magnetic mass fraction of the dispersion (by VSM)
yields a linear relationship that is in accordance with the heating power as an
intrinsic property of the cores for the given field parameters, and a specific heat
power SHP = 86.5 W- g'1 of the particle cores can be extracted from the slope.

WQ 1
dt  uy,

SHP = eq.. 2

The heat flux generated is strong enough to reach the agglomeration
temperature 7. of 61 °C in the dispersions at magnetic fractions of s = 0.5
mass-% and higher. In this temperature range, we observe a slight deviation
from the expected logarithmic deceleration of the heating rate (figure 5a). We
attribute the deviation to the heat consumption caused by the phase transition
process. In order to confirm this, we compare the differential thermographs to
logarithmic fits (figure 5c). The graphs of two samples with the highest particle
content show a distinct deviation from the expected behavior in the
temperature range of the LCST, that can be compared to the corresponding
DSC thermogram and cloud point photometry of the same material. From
DSC, we extract a demixing enthalpy of 5.99 kJ/mol with respect to the
monomer units, in agreement with the contribution of one or more H bonds per
monomer unit to the thermoreversible solvation process.

The good correspondence of the peak observed in the magnetic thermograms
with two independent methods indicates that the energy balance of the phase
transition process is of enough impact to be observed in the magnetic heating
experiments. Further optimization of this method will give more detailed

insight into the processes involved.

4. Conclusion
Multifunctional hydrophilic nanostructures are reported that combine
thermoflocculation and magnetic addressability in order to achieve particle

dispersions that reversibly flocculate in AC magnetic fields.
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The flocculation is due to the LCST behavior of the polymer shell in water,
composed of a brush layer of (oligoethylene glycol) methacrylate copolymers.
We found that the phase transition temperature depends linearly on the
copolymer composition. Therefore the phase transition is predictable and
adjustable in a temperature range that is of interest for biomedical applications.
Here, it may be of use that the phase separation facilitates the magnetic
separation of the nano-objects with low magnetic field gradients.

Under the influence of an AC magnetic field, the aqueous particle
dispersions show intrinsic heating, and the enthalpic process of phase transition
can be monitored in the magnetic thermograms. By adjusting the transition
temperature closer to body temperature, the effect may be used to manipulate

particle behavior in biological systems.
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For a variety of magnetically based biomedical applications, it is advantageous to use sedimentation
stable suspensions of relatively large (d>20nm) magnetic core-shell nanoparticles. Water-based
suspensions of multicore nanoparticles were prepared by coating of the particles (synthesized by means
of a modified alkaline precipitation method) with a carboxymethyldextran shell. The resulting
ferrofluids were structurally and magnetically characterized. It was found that these fluids show a
specific heating power of about 60 W/g (f = 400kHz, H = 10kA/m). This value was increased up to
330W/g by a simple fractionation method based on centrifugation. Finally, the cellular uptake of the
multicore nanoparticles was demonstrated.

© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.

0. Introduction

Magnetic nanoparticles (MNP) are a promising tool for a wide
spectrum of magnetically based biomedical applications. For the
majority of applications (e.g. hyperthermia, cell separation, and
drug targeting), it is advantageous to use aqueous suspensions of
relatively large (d >20 nm) magnetic nanoparticles. Unfortunately,
MNP of this size show a tendency to form aggregates which
results in the sedimentation of the ferrofluid. To solve this
problem, so-called multicore nanoparticles (MCNP) were synthe-
sized by a modified alkaline precipitation method. Water-based
suspensions of these particles were prepared by coating of the
MCNP with a carboxymethyldextran (CMD) shell. In a previous
work [1] only a weak influence of the CMD shell on the magnetic
properties of the coated particles was found. For reasons of
biocompatibility only iron-oxide-based MCNP were prepared.

For the medical heating applications of MNP (hyperthermia),
the applicable amplitude of the alternating magnetic field is
limited to a value of about 15 kA/m due to medical and technical
restrictions [2,3]. Therefore, MNP with a comparatively high
specific heating power (SHP) at a relatively low field amplitude
are needed. It is well known that the SHP is a function of the mean
particle diameter of the MNP as well as of the size-distribution
width [4,5]. Fractions of different particle diameters were
extracted from the prepared fluid by a separation method based

* Corresponding author. Tel.: +493641206136; fax: +49 3641206288.
E-mail address: silvio.dutz@ipht-jena.de (S. Dutz).

0304-8853/$ - see front matter © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j,jmmm.2009.02.073

on centrifugation. By this way, for some fractions the SHP
could be increased to a higher value than the SHP of the original
fluid.

Magnetic core-shell nanoparticles are of growing importance
in labelling and separation of cells. Nanoparticles attached to
antibodies which are directed against cell surface markers are
widely used for magnetic cell separation and allow a specific and
high enrichment of the target cells [6,7]. On the other hand, the
nanoparticle shell itself could be used for cell-specific interaction
[8-10]. Depending on the size of the particles as well as the nature
of the shell MNP are attached to the cells or incorporated [11,12].
Small-sized MNP interact with human cells in a cell-type and
time-dependant manner, allowing the precise separation of tumor
cells from leukocytes [9].

In the present paper, the preparation route of the MCNP is
described and structural and magnetic properties of the ferrofluid
and the single particles are shown. A fractionation method based
on centrifugation as a tool for the increasing of the SHP is
investigated. First results for the cellular uptake of the CMD-
coated MCNP in tumor cells are given.

1. Methods
1.1. Preparation and fractionation of the ferrofluids
The particles introduced in this paper were prepared similar to

the well-known wet chemical precipitation methods [13,14], but
using another alkaline medium and a slower reaction velocity.
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In detail, a 1M NaHCOs solution was slowly added under
permanent stirring to a FeCl,/FeCls solution (total Fe-concentra-
tion: 0.625M; Fe?*/Fe>" ratio = 1/1.3) with a rate of 0.75 ml/min.
This procedure was stopped when the pH value reached 8. During
this routine, a brownish precipitate was formed. This precipitate
was heated to 100°C for 5min and iron oxides with a spinel
structure were formed under the release of CO,. To remove excess
reaction products from the prepared particles, they were washed
with de-ionized water three times.

For the production of sedimentation stable suspensions of the
MCNP, the particles were coated with a CMD shell. After washing
of the particles the pH value of the dispersed particles was
adjusted to pH 2-3 by the addition of diluted HCL. Then the
suspension was homogenized by ultrasonic treatment for a few
seconds (Sonopuls GM200, Bandelin electronic) and then temp-
erated at 45 °C. An aqueous solution of CMD (initial material: CMD
sodium salt, Fluka) with an CMD/MCNP ratio of about { was added
to the suspension and stirred for 60 min at 45°C. Finally, the
coated particles were washed with de-ionized water to remove
the remaining salts.

For the fractionation of the initial MCNP fluid into fractions of
different mean particle sizes, 30 ml of this fluid were filled in a
cylindrically shaped centrifugation vessel made of glass (sample
height ~70mm and diameter ~20mm). The sample was
centrifuged in a laboratory centrifuge (Cryofuge 6000, Heraeus
Sepatech) at 1000g with a temperature of 20 °C. The sediment was
stored and the supernatant was recovered. A portion of the
supernatant was centrifuged again with 1500g. This procedure
was repeated twice with increasing centrifugal accelerations
(2500g, 3000g). In consequence, 4 sediments and 4 supernatants
were obtained representing 8 fractions of the MCNP.

1.2. Investigation of cellular uptake

The interaction of the MCNP with human cells was studied
with the breast cancer cell line MCF-7. The cells were cultivated in
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) +10% fetal calf serum.
For incubation experiments, adherent cell culture cells were
detached with a trypsin/EDTA solution and inoculated with MCNP
in PBS/EDTA (2 mmol) for the times indicated. After the treatment,
the magnetically labelled cells were separated by MACS
(SuperMACS and MS-columns, Miltenyi-Biotec). The efflux was
designed as ‘negative fraction’ and the cells retained in the
column as ‘positive fraction’. Total cell numbers were estimated
by cell counting (Coulter Z2, Beckman-Coulter).

1.3. Structural and magnetic characterization

Hydrodynamic diameters (dj) of the CMD-coated particles in
the ferrofluid were determined by using photon correlation
spectroscopy (PCS; HPPS-ET, Malvern Instruments). Dry samples
of the fluids were structurally characterized by field emission
scanning electron microscopy (FE-SEM; ]JSM 6300-F, JEOL),
transmission electron microscopy (TEM; JEM 2010FEF, JEOL) and
X-ray diffraction (XRD; X'pert-Twin diffractometer, Philips). The
mean sizes (d) of the magnetic cores were calculated from
measurements of the XRD line width by using the Scherrer
method.

For the investigation of the quasistatic parameters, the MCNP
in the fluid were immobilized by drying. Minor loops of the dry
particles were measured by vibrating sample magnetometry
(VSM; Micromag 3900, Princeton Measurement Corporation). By
integrating of the area of the measured minor loops, the specific
hysteresis losses (SHL) per cycle depending on the field amplitude
were calculated. The results were compared with a commercial

sample (iron(Ill)oxide, gamma, 99+%, AlfaAesar) with high SHL
determined in earlier investigations and magnetosomes from
magnetotactic bacteria—up till now the particles with the highest
SHL at relatively low field amplitudes [15]. The specific heating
power was measured by means of magnetic field calorimetry
(MFC) at a field amplitude of 10 kA/m and a frequency of 400 kHz.
This parameter combination is suitable for hyperthermia treat-
ment [16].

The Brownian relaxation behavior of the MCNP in the fluid was
investigated by magneto relaxometry (MRX) [17]. For these
measurements, the samples were diluted by de-ionized water
(dilution factors from 1:9 to 1:900). A magnetizing field of
H=1300A/m is applied for t=1s. A total of 450us after
switching off the field, a highly sensitive low-Tc-SQUID sensor
measures the magnetic induction B(t) at a distance of 10 mm
above the sample. The measurement time window is
450 us<t<0.45s. From these relaxation curves, the size distribu-
tion of hydrodynamic diameters of the CMD-coated particles was
calculated by fitting the so-called cluster moment superposition
model (CMSM) to the relaxation data [18]. The CMSM describes
the relaxation of the magnetic moment of an ensemble of
particulate magnetic entities, the magnetic moment of which
can relax via the Brownian and Néel mechanism. The distribution
fldy, 1, o) of the hydrodynamic diameters d, with the median
diameter L and the distribution parameter G is assumed to be a
lognormal one. In previous investigations, it was empirically
found that the hydrodynamic diameter of the entities with the
mean volume is in good agreement with hydrodynamic diameter
obtained by PCS [17].

Furthermore, the MCNP were investigated by AC susceptome-
try (DynoMag, IMEGO) in the frequency range from 1Hz to
200kHz at a field amplitude of 0.4kA/m. The hydrodynamic
diameters distribution was determined by fitting the complex
susceptibility data to a model that assumes Brownian relaxation
of the MCNP.

2. Results

It was found that during the precipitation primary particles
with a mean diameter of 14nm (XRD) were formed. Phase
identification by XRD demonstrates that the particles consist of
solid solutions (or of a mix) of maghemite and magnetite. These
particles form clusters (Fig. 1a) of 40-80 nm (TEM) surrounded by
a CMD shell. Clearly, a size distribution of the cluster diameters
could be observed (Fig. 1b). The dynamics of the cluster formation
as well as their magnetization configuration are yet unknown. For
the hydrodynamic diameters of these clusters values of 158 nm
(PCS) and 160nm (AC susceptometry) were determined. These
values are affected by a hydrate shell on the CMD layer.

Fig. 1. Typical TEM images of a single cluster (a) and an ensemble of clusters (b).
The aggregation of the clusters in Fig. 1b occurs during the sample preparation
(drying of the fluid) for TEM imaging.
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Immediately after the preparation of the fluid, a sediment
consisting of large aggregates is formed. After removal of this
sediment, the supernatant shows a high stability against sedi-
mentation over a period of several months.

Due to the size distribution of the clusters, the fractionation of
the original fluid based on centrifugation appeared to be useful.
Starting from a mean hydrodynamic diameter of 158 nm (PCS) for
the original fluid eight fractions with a size range from 50 to
164 nm (PCS) were obtained (Table 1). Because of the very low
particle concentration in the fraction with the smallest particles, it
was not possible to determine its magnetic parameters. This
fraction was excluded from further investigations.

VSM measurements with immobilized particles reveal a
thermally blocked behavior of the particles. The clusters of
different mean diameters (consisting of primary cores with a
nearly constant mean diameter of 14 nm, measured by XRD) show
a coercivity depending on the size of the clusters (Table 1). This
implies that in this case the magnetic behavior is mainly
determined by the cluster size and not by the constant size of
the primary cores. As demonstrated earlier [19], the coercivity
(Hc) correlates linear with the relative remanence (Mk/Ms). Hence,
the applied fractionation method allows the adaption of the
relative remanence of the ferrofluid to optimal values for
applications based on magnetic attraction, e.g. cell separation or
drug targeting.

Table 1

Hydrodynamic diameter (d,, measured by PCS), fractionation parameters,
coercivity (Hg immobilized particles) and SHP (measured at liquid samples) of
the original fluid and of the prepared fractions.

d, (nm)  Fractionation parameter  H. (kA/m)  SHP (W/g)
Original fluid 158 - 3.10 60
Fractions 50 2500¢g, supernatant 0.86 —
61 3000g, sediment 1.99 274
82 1500 g, supernatant 2.21 332
95 2500¢g, sediment 2.55 145
120 1000 g, supernatant 2.60 152
142 1500 g, sediment 2.68 81
164 1000 g, sediment 3.33 53
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Fig. 2. Dependence of specific hysteresis losses (SHL) of immobilized particles on
the field amplitude of minor loops for the original fluid (d, = 158 nm) and the
fraction with the highest SHP (d, =82nm). For comparison, the curves of
magnetosomes and of a commercial sample with high SHL (Iron(Ill)oxide, gamma,
99+%, AlfaAesar) are shown. The marked frame indicates the interesting field range
for biomedical heating applications.

In Fig. 2, the field amplitude dependence of SHL per cycle
measured by VSM is shown for immobilized particles of the
original fluid and the fraction with the highest calorimetrically
measured SHP in the interesting field amplitude range from 5 to
20KkA/m. Additionally the curves of magnetosomes [15] and a
commercial sample (Alfa Aesar) with high SHL are presented.

The SHP of the fluid particles was determined by the magnetic
field calorimetry measurements. The original fluid shows a
moderate SHP of about 60 W/g (at 400kHz and 11 kA/m). This
value was increased up to 330 W/g for the fraction with d, = 82
nm (PCS, Table 1). For this fraction, hydrodynamic diameters of 83
and 84nm were determined by AC susceptometry and MRX,
respectively. While the moderate SHP of the original ferrofluid
correlates relatively well with the hysteresis losses measured by
VSM, the fraction with d, =82nm shows much larger losses
determined by calorimetry than extrapolated from hysteresis. This
may be explained by the high frequency of calorimetrical
measurements in comparison to the nearly six orders of
magnitude slower VSM measurements. The sample with the
relatively small mean size probably contains a considerable
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Fig. 3. MRX curves of the original fluid (a) and the sample with the highest SHP
(b). Curves for measurements with fluids (open symbols) as well as immobilized
particles (full symbols) are shown. The dilution factor ferrofluid to de-ionized
water was changed from 1:9 to 1:900.
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Fig. 4. Uptake of MCNP in MCF-7 tumor cells as a function of the incubation time.
For comparison data of single core MNP obtained in an earlier investigation [20]
are shown (hatched bars).

amount of smaller particles which relax during the quasistatic
VSM measurement contributing negligibly to hysteresis.

After dilution with de-ionized water, the particles of the
original fluid show a tendency to aggregation due to the relative
high amount of larger particles in the fluid. Accordingly, the
relaxation curves in MRX measurements (Fig. 3a) show a shift of
the amplitude for different dilutions, but no changes for the
investigation of immobilized particles. For the fraction with the
highest SHP, no significant changes of their properties after strong
dilution by de-ionized water and BSA buffer were found (Fig. 3b).
This means a good stability against sedimentation. Due to the
wider cluster size distribution and a higher amount of larger
clusters in the original fluid, this sample shows a slower Brownian
relaxation than the sample with the highest SHP. For both
samples, a relatively high relaxation amplitude was determined
by MRX compared to the values of commercial ferrofluids.

The interaction of the MCNP with human cells was analyzed
with the breast cancer cell line MCF-7. The tumor cells are labelled
rapidly with the nanoparticles. Within 4 min more than 50% of the
cells are detected in the positive fraction (Fig. 4). Prolonged
incubation lead to an increase of cell content in the positive
fraction up to 85%. These data are in good correlation to previous
results with CMD-coated MNP with a mean diameter of 10 nm
[20]. The data show that MCNP are a suitable tool for cell
separation.

3. Discussion

In the XRD measurements, the peak position of the (440)
reflex was used to distinguish between the magnetic phases
maghemite and magnetite. The obtained diffractogram show a
relatively broad single peak between the theoretical angles
for maghemite and magnetite. This means that the resulting
particles presumably consist of solid solutions of both phases
(one resulting peak). However, it is also possible that particles
consist of a mix of maghemite and magnetite particles
(two separated peaks). In principle, a differentiation between
these both cases is feasible, but due to the peak broadening of the
small particles, a superposition of both peaks is possible. For a
better determination of the phase composition, another analytic
method is needed, e.g. Moessbauer spectroscopy.

The SHL of the immobilized particles measured by VSM are
relatively high in comparison to commercial samples. However,
the curves of the original fluid as well as all fractions show a
similar course of SHL over the field amplitude which does not
reflect the strong differences between the fractions and the
original fluid observed for the SHP of the fluid samples. Hence, the
SHP values are affected by another relaxation mechanism beside
the hysteresis losses—the Brownian relaxation. For heating
applications of the MCNP in medicine (hyperthermia), the
Brownian losses are mainly suppressed due to a relatively high
degree of binding of the particles to the tumor tissue which means
a diminishing of the SHP [21] that may result in an insufficient
temperature increase in the tumor region [22]. The effect of
particle immobilization on the SHP of MCNP has to be investi-
gated in more detail in further experiments.

Investigations on the cellular uptake of the MCNP show that
these particles interact with tumor cells in a similar way as single
core nanoparticles with similar core diameters do. Initial analysis
was carried out with breast cancer cell line cells only, thus further
studies with other cell types are needed in order to assess the
potential of MNCP for differentiation of tumor cells from other
cells, e.g. leukocytes. The amount of adsorbed or incorporated
particles and thus the magnetic moment of the magnetic material
physically connected to the cell is sufficient for a magnetic
separation of the cells with commercial separation units.
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