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Fluoreszierende Nanokristalle

CdSe/ZnS-Nanokristalle mit farbstoffmarkierten
Polymerliganden mit mehrfachen Ankergrup-

Inga Potapova, Ralf Mruk, Christian Hiibner,
Rudolf Zentel, Thomas Basché und Alf Mews*

Kolloidale Halbleiter-Nanokristalle (NCs) bestehen aus
einem anorganischen Kern und einer molekularen Liganden-
hiille und treten als vielfarbige anorganische Fluorophore
auf."! Thre optischen Eigenschaften werden durch das Mate-
rial® und die GroBe der anorganischen Kerne bestimmt,”!
ihre chemischen Eigenschaften hingegen durch die moleku-
lare Struktur der Liganden. Im Prinzip besteht ein Ligand aus
drei Molekiilteilen: einer an die anorganische Festkorper-
oberfliche gebundenen funktionalen Ankergruppe, einer
nach auflen gerichteten funktionalen Gruppe und einem
dazwischen befindlichen Abstandshalter. Durch spezielle
Ligandenarchitekturen konnen die Nanokristalle in grof3ere,
supramolekulare Verbindungen eingebracht werden! oder
als Fluoreszenzmarker in biologischen Systemen zum Einsatz
kommen.”! Fiir die Stabilitit solcher Komplexe ist es wichtig,
dass sowohl die Ankergruppen zur Nanokristalloberfliche als
auch die nach auBlen gerichteten funktionalen Gruppen
stabile chemische Bindungen eingehen. Unser Ansatz zur
Losung dieses Problems geht von einem neuen Typ von
Polymerliganden aus, bei dem die Bindung zur Nanokristall-
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Oberfliache durch eine Vielzahl molekularer Ankergruppen
verstarkt wird. Da diese Liganden auferdem mit Farbstoff-
molekiilen dekoriert sind, lassen sich der Grad der Kupplung
und die Stabilitdt der Nanokristall-Farbstoff-Paare anhand
des resonanten Fluoreszenzenergietransfers (FRET) verfol-
gen, wobei die Nanokristalle als Donoren und die Farbstoff-
molekiile als Acceptoren fungieren.*” Die Konzentration
der Nanokristalle und Farbstoffe kann anhand der Absorp-
tionsspektrenl® und der Nanokristall-Farbstoff-Abstand
anhand der Fluoreszenzspektren abgeschitzt werden."! Da
Struktur und Orientierung individueller Nanokristall-Farb-
stoff-Paare innerhalb des Ensembles sehr unterschiedlich sein
konnen, wurden zusétzlich Fluoreszenzmessungen an einzel-
nen Nanokristall-Farbstoff-Komplexen durchgefiihrt. Inner-
halb des Ensembles sind sowohl statische als auch dynami-
sche Heterogenitidten zu beobachten, was insbesondere fiir
die auf dem FRET-Prozess beruhende Bestimmung intramo-
lekularer Abstdnde von Bedeutung ist.

Die CdSe/ZnS-Kern-Schale-Teilchen wurden nach einer
in der Literatur verbreiteten Methode synthetisiert,[3’9] bei der
Phosphonsiuren™ und Trioctylphosphinoxid (TOPO) als
Liganden verwendet werden. Es wurde bereits gezeigt, dass
die Stabilitit der Ligandenhiille durch nachtrégliche Vernet-
zung gesteigert werden kann.'""'? Hier haben wir nun eine
abweichende Strategie verfolgt, bei der zunichst auf statisti-
schen Copolymeren basierende Liganden mit einer Vielzahl
von Ankergruppen synthetisiert und anschlieBend auf die
Oberflache aufgebracht werden. Die Synthese startet von
Polymerketten mit Reaktivestern (n~200),l*! die in einem
ersten Schritt mit etwa einem Farbstoffmolekiil pro Polymer-
kette dekoriert werden. Hierzu wird eine der Reaktivester-
gruppen durch die Aminogruppe eines Molekiils Texas Red
cadaverine"! substituiert (Schema 1). Im zweiten Schritt
werden etwa 50% der Reaktivester mit einfach Boc-ge-
schiitzten Diaminen ersetzt. SchlieBlich werden die restlichen
Reaktivester durch Monoamine substituiert. Nach der Ent-
schiitzung enthalten die Polymerliganden Aminogruppen, die
als Ankermolekiile zur Nanokristall-Oberfliche dienen,
lange Alkylgruppen, die die Loslichkeit in hydrophoben
Solventien vermitteln, und im Durchschnitt ein Farbstoffmo-
lekiil zur optischen Lokalisierung und fiir Energietransferex-
perimente.

Obwohl experimentelle Befunde bereits darauf hindeu-
teten, dass die Polymerliganden auch an TOPO-beschichtete
Nanokristalle binden (siehe unten), wurden zusitzliche Ex-
perimente durchgefiihrt, bei denen das Anbinden der Poly-
merliganden direkt anhand der verdnderten Loslichkeit der
Nanokristalle verfolgt werden konnte. Dazu wurden die
TOPO-Liganden zunichst durch mehrfaches Ausféllen und
Wiederauflosen in Pyridin entfernt,® wodurch die Nanokris-
talle unloslich in Chlorofom wurden. Erst nach Zugabe der
Polymerliganden konnten die Teilchen wieder in Chloroform
gelost werden. Offensichtlich erhdhen die nach auBlen ge-
richteten Alkylgruppen die Loslichkeit, was die Bildung der
Nanokristall-Polymer-Komplexe anzeigt.

Weitere Indizien fiir das Auftreten der Nanokristall-
Farbstoff-Komplexe konnen aus dem FRET-Prozess zwi-
schen den Nanokristallen und den Farbstoffen abgeleitet
werden. Prinzipiell finden FRET-Prozesse auf der Léngen-
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Schema 1. Stufenweiser Aufbau der farbstoffmarkierten Polymerliganden mit mehrfachen Ankergruppen. Die Reaktivester der Polymergruppe
(n~200) werden sukzessive durch x~1 Molekiile Texas Red (TexRd), y~100 Boc-geschiitzte Butyldiamine und Hexylamine ersetzt. Nach der
Entschiitzung tragen die Polymerliganden Aminofunktionalititen als Ankergruppen zur Nanokristalloberfliche, Alkylgruppen zur Gewihrleistung

der Loslichkeit und im Mittel ein Farbstoffmolekiil.

skala einiger Nanometer statt und fithren zu einer Abnahme
der Fluoreszenz des Donors (Nanokristall) von Fp, zu Fp, und
einer gleichzeitigen Zunahme der Acceptor(Farbstoff)-Fluo-
reszenz. Aus dem spektralen Uberlapp des Nanokristall-
Emissionsspektrums und des Farbstoff-Absorptionsspek-
trums (grau eingezeichneter Bereich in Abbildung 1a) kann
ein Forster-Radius von R;=4.6 nm abgeschitzt werden. Der
Forster-Radius ist der Donor-Acceptor-Abstand, bei dem die
Transfereffizienz 50 % betrigt (E =1—Fp,/Fp). Eine genaue-
re Beschreibung dieses Zusammenhangs ist beispielsweise in
Lit. [6] zu finden, wobei zur Berechnung von R, in erster
Néherung von einem mittleren Dipolorientierungsfaktor von
x> =2/, ausgegangen wurde.'*!7!

In Abbildung 1b sind die Fluoreszenzspektren der Nano-
kristall-Farbstoff-Komplexe mit Polymerkette (dunkelblau)
und ohne Polymerkette (hellblau) als Abstandshalter aufge-
tragen und mit den Fluoreszenzspektren der reinen Nano-
kristalle (griin) und reinen Farbstoffe (rot) bei gleichen
Anregungsbedingungen verglichen. Offensichtlich kommt es
auch bei den Kombinationen aus Nanokristallen und Farb-
stoffen ohne Polymerkette zu einem Energietransfer, weil die
Farbstoffe auch iiber die Aminogruppe oder sogar unspezi-
fisch an die Nanokristall-Oberfliche binden konnen.'¥! Alle
Nanokristall-Farbstoff-Komplexe wurden in einem Konzen-
trationsverhiltnis Nanokristall/Farbstoff von 1:1 pripariert,
wobei das molekulare Verhiltnis anhand der Absorptions-
spektren abgeschitzt wurde.'”?! Die Fluoreszenzspektren
wurden bei einer Anregungswellenlédnge von 488 nm aufge-
nommen, bei der die Absorption der Nanokristalle als
Donoren (griin) sehr stark, die der Farbstoffe als Acceptoren
(rot) sehr gering ist (Abbildung 1a). Dadurch kommt es bei
den isolierten Komponenten zu einer starken Nanokristall-
Fluoreszenz und einer sehr schwachen Farbstoff-Fluoreszenz.
Demgegeniiber nimmt bei den Nanokristall-Farbstoff-Kom-
plexen die Nanokristall-Fluoreszenz ab und die Farbstoff-
Fluoreszenz zu, was ein deutliches Indiz fiir einen Energie-
transfer von den Nanokristallen auf die Farbstoffe ist.

Die Spektren in Abbildung 1 kénnen zwar qualitativ mit
einem FRET-Prozess erkldrt werden, es ist aber schwierig,
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Abbildung 1. a) Absorptions- (durchgezogene Kurven) und Fluores-
zenzspektren (unterbrochene Kurven) der Nanokristalle (NCs) (griin)
und der Farbstoffe (rot) in Lésung. Der spektrale Uberlapp der NC-

Fluoreszenz (unterbrochen, griin) und der Farbstoff-Absorption (durch-

gezogen, rot) ist grau markiert. b) Fluoreszenzspektren der Nanokris-
talle (griin), Farbstoffe (rot), NC-Polymer-Farbstoff-Komplexe (dunkel-
blau) und NC-Farbstoff-Komplexe (hellblau) unter Anregung bei
488 nm. Die Farbstoff-Fluoreszenz kann nur bei den Komplexen beob-
achtet werden und wird auf den Energietransfer zuriickgefiihrt.

quantitative Aussagen abzuleiten. Neben Unwigbarkeiten
bei der Bestimmung des Forster-Radius R, hiangt die aus den
Spektren ableitbare Transfereffizienz auch von einer genauen
Bestimmung der Konzentrationsverhiltnisse, der Spezifitit

© 2005 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Chemie

2491


http://www.angewandte.de

Zuschriften

2492

der Ankergruppen!'® und sogar von der Reaktionszeit ab.?"!
Es zeigte sich beispielsweise, dass die gemessene Transferef-
fizienz in den ersten Minuten zunimmt, was vermutlich auf
die diffusionskontrollierte Reaktion zwischen den Nanokris-
tallen und den Farbstoffen zuriickzufithren ist. Im weiteren
Reaktionsverlauf sinkt die effektive Transfereffizienz im
Verlauf von Stunden. Da gleichzeitig auch die Absorption
der Farbstoffe abnimmt, ist dieser Prozess wahrscheinlich auf
das photoinduzierte Ausbleichen der Farbstoffe zuriickzu-
fithren. Beim Vergleich der Nanokristall-Farbstoff-Komplexe
mit und ohne Polymerlinker bewirkte das Polymer stets eine
hohere Photostabilitdt der Farbstoffe. Unter der Annahme,
dass die Oxidation der Farbstoffe durch einen photoinduzier-
ten Elektronentransfer von den Nanokristallen auf die Farb-
stoffe verursacht wird,"! fiihrt der Polymerabstandshalter zu
einer rdumlichen und energetischen Barriere fiir den La-
dungstransfer. GleichermaBlen fithren die Polymere als Ab-
standshalter allerdings auch zu einer geringeren FRET-Effi-
zienz, was auch aus den Spektren in Abbildung 1 ersichtlich
wird.

Zusitzlich dazu konnen die einzelnen Nanokristall-Farb-
stoff-Komplexe strukturell sehr unterschiedlich sein, was zu
massiven Inhomogenititen der Probe fithren kann.”? Mit
einem konfokalen Rastermikroskop untersuchten wir daher
die Fluoreszenz einzelner Nanokristall-Farbstoff- und Nano-
kristall-Polymer-Farbstoff-Komplexe, die in diinnen Polymer-
filmen eingebettet waren. In Abbildung 2a ist die iiber den
gesamten Spektralbereich integrierte, ortlich aufgeloste Fluo-
reszenzintensitidt einzelner Nanokristall-Farbstoff-Komplexe
ohne Polymerlinker dargestellt. Um den Energietransfer zu
visualisieren, ist in Abbildung 2b das dichroitische Verhéltnis
D = (Inc—14ye)/(Inct+14y.) derselben Probenregion gezeigt. In
den griinen Bereichen dominiert die Fluoreszenz der Nano-
kristalle, in den roten die des Farbstoffs. Da reine Farbstoff-
proben (ohne Nanokristalle) unter identischen Versuchspa-
rametern keine detektierbare Fluoreszenz zeigten, werden
die roten Bereiche in Abbildung 2b auf Farbstoffe zuriickge-
fiihrt, die durch einen Energietransfer von den Nanokristallen
angeregt wurden.

Offensichtlich enthilt die Probe Strukturen, bei denen
kein Energietransfer (griin) stattfindet. Dies ist im Wesent-
lichen auf die statistische Komplexbildung zuriickzufiihren,
wonach ca. 37 % der Nanokristalle iiberhaupt keinen Farb-
stoff tragen, andererseits aber auch ca. 8 % mit mehr als zwei
Farbstoffen verbunden sind und daher eine wesentlich hohere
Transfereffizienz aufweisen.! Weiterhin konnen die unter-
schiedlichen Transfereffizienzen auf unterschiedliche Ligan-
dengeometrien,” kleinere Aggregate oder die willkiirliche
Orientierung der Ubergangsdipolmomente von Farbstoff und
Nanokristall zueinander zuriickgefiihrt werden.” Bei einigen
der fluoreszierenden Komplexe in Abbildung 2b wird beob-
achtet, dass der untere Teil rot und der obere griin ist. Da das
Fluoreszenzbild zeilenweise von unten nach oben aufgebaut
wird, lidsst sich dieses Phdnomen auf ein Ausbleichen der
Farbstoffe wéhrend der Messung zuriickfiihren. Dieser Effekt
wurde nur bei den Nanokristall-Farbstoff-Komplexen ohne
Polymerlinker beobachtet, was erneut die hohe Photostabi-
litat der Nanokristall-Polymer-Farbstoff-Komplexe belegt. In
allen anderen Aspekten zeigen die einzelnen Nanokristall-
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Abbildung 2. a) Fluoreszenzbilder und b) dichroitisches Verhiltnis der
Nanokristall-Farbstoff-Komplexe unter Anregung bei 488 nm (rot: hohe
Intensitit der Farbstoff-Fluoreszenz; griin: hohe Intensitit der Nano-
kristall-Fluoreszenz); c) integrale transiente Fluoreszenzintensitit
eines einzelnen Nanokristall-Polymer-Farbstoff-Komplexes und d) Ver-
gleich der integralen Intensitdt (schwarz) mit der Farbstoff-Fluoreszenz
(rot) und der Nanokristall-Fluoreszenz (griin). Die Aus-Zeiten der Na-
nokristalle und Farbstoffe finden zeitgleich statt, die Transfereffizienz
variiert wahrend der An-Zeiten.

Polymer-Farbstoff-Komplexe ein &dhnliches Fluoreszenzver-
halten wie in Abbildung 2b.

Mithilfe der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie wurden
zeitliche Fluktuationen der FRET-Effizienz an einzelnen
Nanokristall-Farbstoff-Komplexen verfolgt. Wegen der
hohen Photostabilitit der Komplexe mit Polymerlinker
wurden diese Experimente an den Nanokristall-Polymer-
Farbstoff-Komplexen durchgefiihrt. Die transiente Gesamt-
intensitédt eines dieser Komplexe ist in Abbildung 2¢ abge-
bildet. Sie zeigt das typische Blinkverhalten, das auch bei
einzelnen Nanokristallen ohne angekuppelte Farbstoffe be-
obachtet wird.” Bei isolierten Nanokristallen werden die
Aus-Zeiten auf eine sehr schnelle strahlungslose Desaktivie-
rung des angeregten Zustands zuriickgefiihrt, vermutlich
verursacht durch temporire Uberschussladungen im Nano-
kristall.?®! Da dieser Desaktivierungsprozess (7, ~ 100 ps)?*”!
viel schneller ist als der FRET-Prozess, dessen Zeitskala in
der GroBenordnung der Fluoreszenzlebensdauer liegt (7y
~10-30 ns),??! treten die Aus-Zeiten von Nanokristall und
Farbstoff gleichzeitig auf. Die in Abbildung 2d aufgetragenen
Verlaufe der transienten Intensitit des Donors und Acceptors
zeigen, dass die Transfereffizienz sogar innerhalb eines An-
Zustandes zeitlich variiert. Auch fiir diesen Effekt sind

Angew. Chem. 2005, 117, 2490 —2493


http://www.angewandte.de

mehrere Erklirungen denkbar, z.B. eine zeitliche Anderung
der Abstinde oder Orientierungen sowie spektrale Fluktua-
tionen von Nanokristall und Farbstoff.

Wir haben einen vielseitigen Polymerliganden vorgestellt,
der mit einer Vielzahl funktionaler Gruppen derivatisiert
werden kann. Nach Anbindung von Farbstoffmolekiilen
konnten die erhaltenen Komplexe anhand ihres resonanten
Fluoreszenzenergietransfers untersucht werden. Durch den
Einbau von Polymerlinkern wurde die Photostabilitdt der
Nanokristall-Farbstoff-Komplexe wesentlich erhoht, wodurch
auch FRET-Experimente an isolierten Komplexen moglich
wurden. In diesen Experimenten zeigten sich massive Inho-
mogenitidten innerhalb der Nanokristall-Farbstoff-Komplexe
sowie dynamische Fluktuationen der energetischen Wechsel-
wirkung, die von besonderer Bedeutung sind, wenn FRET-
Experimente zur Bestimmung intermolekularer Abstdnde
herangezogen werden.

Experimentelles

Synthese des Aminopolymers: 245 mg (1.45 mmol Wiederholungs-
einheiten) Poly(N-acryloyloxysuccinimid) wurden in 12 mL DMF
gelost und anschlieBend mit einer Losung von 5.0 mg (0.007 mmol)
Texas Red cadaverine in 4 mL DMF versetzt. Die erhaltene Losung
wurde Sh bei 50°C geriihrt, mit einer Losung von 136.5 mg
(0.725 mmol) 1-Boc-1,4-diaminobutan in 4 mL. DMF versetzt und
weitere 5 h bei 50°C geriihrt. Nach der Zugabe von 2.0 mL Hexyl-
amin wurde die Losung weitere 16 h bei 50°C geriihrt, anschlieBend
im Vakuum auf 5 mL eingeengt und in Wasser gegeben. Nachdem das
Polymer ausgefallen war, wurde die Losung zentrifugiert und das
Losungsmittel dekantiert. Nach dem Trocknen wurden 286 mg eines
roten Feststoffs erhalten. 'H-NMR (CDCl;, 200 MHz): 6 =3.07 (CH,
o zu NH), 2.48 (CH, Hauptgruppe), 1.47 (CH,, Hauptgruppe), 1.40
(CHj;, Boc), 1.25 (CH,, Seitengruppe), 0.85 ppm (CHj;, Hexyl).

Spaltung der Boc-Gruppe: Eine Losung des Polymers in 30 mL
Dichlormethan wurde mit 2.0 mL Trifluoressigsdure versetzt. Die
Mischung wurde bei Raumtemperatur zwei Stunden geriihrt und mit
40 mL 2N HCI versetzt. Nach Separation der Phasen wurde die
organische Phase zweimal mit je 20 mL 2N HCI extrahiert. Die
vereinigten wissrigen Phasen wurden durch Zugabe von 4N NaOH-
Losung auf pH 13 eingestellt. Nach dem Erhitzen fiel das Polymer in
Form eines roten Feststoffs aus und wurde durch wiederholtes
Riihren in heilem Wasser gereinigt. Die Ausbeute betrug 102 mg
Polymer. '"H-NMR (CDCl,;, 200 MHz): 6 =3.11 (CH, o zu NH), 2.69
(CH, Hauptgruppe), 1.49 (CH,, Hauptgruppe), 1.26 (CH,, Seiten-
gruppe), 0.86 ppm (CH;, Hexyl).

Optische Charakterisierung: Konfokale Fluoreszenzbilder und
Spektren wurden bei Raumtemperatur mit einem in Eigenbau
erstellten Mikroskop aufgenommen. Hierzu wurden die Proben mit
einem Piezoscanner (PhysikInstrumente) durch den Fokus eines hoch
vergrofernden Mikroskop-Objektivs bewegt (100fach, NA =1.4).
Zirkular polarisiertes Laserlicht (4 =488 nm, /=200 Wcm™2) wurde
auf einen beugungslimitierten Punkt fokussiert und das eingesam-
melte Fluoreszenzlicht auf einer Avalanche-Photodiode (SPCM AQ-
14 EG&G) abgebildet, wobei das Streulicht durch optische Filter
unterdriickt wurde. Die Bilder bestehen aus 256 x 256 Pixeln und
wurden mit einer Integrationszeit von 10 ms pro Pixel aufgenommen.
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