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ZrOHPO,), . (FMN),: schnelle und einfache Synthese eines
nanoskaligen Lumineszenzbiomarkers™**

Marcus Roming, Heinrich Liinsdorf, Kurt E. J. Dittmar und Claus Feldmann*

Professor Werner Mader zum 60. Geburtstag gewidmet

Bildgebende Verfahren (z.B. Positronenemissions-, Kern-
spin- und Rontgentomographie, Lumineszenzbildgebungs-
verfahren, optische Kohirenztomographie, Ultraschalltech-
niken) erfordern neue Kontrastmittel fiir Mensch, Maus oder
Ratte, um ganze Organismen oder einzelne Zellen sichtbar zu
machen.!! Auch fiir die moderne Lichtmikroskopie werden
neuartige Lumineszenzmarker benétigt. So erfordert die
subzelluldre Ultrastrukturuntersuchung mittels energiegefil-
terter Transmissionselektronenmikroskopie (EFTEM) elek-
tronenundurchldssige Marker fiir eine einfache Detektion.
Um maBgeschneiderte Nanopartikel als oligofunktionelle
Bausteine einsetzen zu konnen, miissen vor einer allgemeinen
Verwendung in den Lebenswissenschaften und der medizi-
nischen Grundlagenforschung verschiedene Merkmale erfiillt
sein. Hierzu zdhlen: 1) eine ausreichende Biokompatibilitit,
2) eine zielgerichtete Synthese, 3) eine einfache Detektion
mit Standardgeriten und 4) hochspezifische Signale zur Ver-
meidung von Uberlappungen mit der Autofluoreszenz von
Organen, Zellen oder Organellen. Betrédchtliche Fortschritte
in Bezug auf die genannten Anforderungen und Funktionen
konnten inzwischen mit lumineszierenden Nanopartikeln er-
reicht werden, was in einigen kiirzlich erschienen Ubersichten
zusammengefasst ist.””

Bislang wurden drei Klassen lumineszierender Nanopar-
tikel identifiziert: Halbleiter-Quantenpunkte,” metalldotier-
te Oxide und Fluoride® und organisch-anorganische Hybri-
de.! Hierunter sind Quantenpunkte (z.B. CdSe@ZnS,
InP@ZnS) die prominentesten Vertreter; sie finden aufgrund
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ihrer intensiven Emission, die vom blauen bis in den infra-
roten Spektralbereich reicht, breite Anwendung.® Diese
Materialien weisen jedoch inhédrente Nachteile wie ihre Hy-
drolyse- und Oxidationsempfindlichkeit, hohe Anspriiche an
die Materialkristallinitdt sowie hochtoxische Bestandteile
auf”! Anspruchsvolle chemische Synthesen und Strategien
zum Schutz der Oberfldchen sind Voraussetzungen, um dem
Stand der Forschung entsprechende wasserdispergierbare
Kern-Schale-Strukturen mit priziser Gro3enkontrolle zu er-
halten.®! Letzteres ist im Hinblick auf den zugrundeliegenden
GroBenquantisierungseffekt und eine wohldefinierte Emissi-
on essenziell. Ahnliche Anforderungen — einschlieflich Ma-
terialkristallinitdt, Kern-Schale-Struktur und Schutz der
Oberflachen — gelten auch fiir metalldotierte Nanopartikel
(z.B. LaPO,:Ce,Tb@LaPO,, LaF;:Eu@LaF;), um Oberfla-
chendefekte zu vermindern und eine intensive Emission zu
erhalten.”

Hybridmaterialien, als alternative Klasse lumineszieren-
der Nanopartikel, bestehen aus einer nichtlumineszierenden
anorganischen Matrix (Siliciumdioxid oder Calciumphos-
phat), in der ein fluoreszierender organischer Farbstoff ein-
geschlossen ist (z.B. Phenoxazin, Nilrot, Rhodamin, Indo-
cyaningriin, Fluorescein).!'”! Bei einer Farbstoffkonzentration
von 1 Mol-% oder weniger ist die Anzahl an Lumineszenz-
zentren pro Partikel jedoch, insbesondere im Vergleich zu
Quantenpunkten, gering. Dariiber hinaus sind die verfiigba-
ren Mengen begrenzt, da diese Hybridmaterialien iiblicher-
weise tiber Mikroemulsionstechniken hergestellt werden.

Ziel dieser Arbeit ist die Identifizierung eines preiswer-
ten, biokompatiblen Hybridnanomaterials mit intensiver
Lumineszenz. Die chemische Synthese sollte so einfach wie
moglich sein und prinzipiell einen zuverlidssigen Zugang zu
groBfen Substanzmengen erlauben. Das System mit der
Formel ZrO(HPO,),_(FMN), (x=0-1) und seine formalen
Bestandteile ZrO*", HPO,>~ und FMN*~ (FMN: Flavinmo-
nonucleotid, ein Derivat von Vitamin B,, Abbildung 1)M!
weckten aus unterschiedlichen Griinden unser Interesse:
1) die sehr geringe Loslichkeit, die Keimbildung und
-wachstum von Nanopartikeln erleichtert;['” 2) die chemische
Inertheit von Zirconiumphosphaten; 3) die wohlbekannte
Biokompatibilitdt aller Bestandteile (z.B. letale Dosis von
ZrCl, > 1 gkg");!" 4) die Moglichkeit, die Farbstoffkonzen-
tration je nach chemischer Zusammensetzung von sehr ge-
ringem Gehalt (<1 Mol-%) bis zu molaren Mengen zu vari-
ieren. Das hier zugrundeliegende Konzept eines formal aus
einem anorganischen Kation und einem anionischen Fluo-
reszenzfarbstoff bestehenden, lumineszierenden Hybridma-
terials wurde bisher nicht vorgestellt.
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gewandt ist. Im Falle der blauen LED ist partielle additive
Farbmischung von gestreutem blauem Licht und griiner
Emission zu beobachten, was zu weillem Licht fiihrt. Die er-
haltenen Suspensionen enthalten typischerweise Feststoffge-
halte von 1 Gew.-% und sind iiber Monate stabil. Obwohl die
Synthese hier im LabormaBstab durchgefiihrt wurde (d. h. mit
Mengen von 0.5-1.0 g), kann von einem einfachen Hochska-
lieren ausgegangen werden, da z. B. Materialkristallinitdt und
Kern-Schale-Strukturen keine Beriicksichtigung finden
miissen.

GroBe und Form des erhaltenen ZrO(HPO,),_(FMN),
wurden mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS), Raster-
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b) Tageslicht UV-Licht
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Abbildung 1. ZrO(HPO,),_,(FMN), mit: a) seinen formalen Kompo-
nenten sowie Anregungs- und Emissionsspektrum; b) Suspensionen
der erhaltenen Nanopartikel (1 Gew.-% in Ethanol) im Tageslicht, unter
UV-Anregung (366 nm) und bei Anregung mit einer blauen LED (380—

450 nm).

Die geringe Loslichkeit der Zirconiumphos-
phate erlaubt grundsitzlich eine Herstellung der
Nanopartikel iiber verschiedene Wege. Im Sinne
einer schnellen Synthese ohne anspruchsvolle
mehrstufige Arbeitsschritte haben wir uns fiir eine
erzwungene Hydrolyse in Wasser (,,forced hy-
drolysis“) entschieden.'"! Basierend auf einer
Zusammensetzung ZrO(HPO,), (FMN), (x =0~
1) sollte ein vollstindiger Austausch von HPO,*
und FMN?~ méglich sein und wird tatsichlich
auch erstmals fiir ein lumineszierendes Hybrid-
material beobachtet. Als stellvertretende Bei-
spiele wurden die Verbindung Zirconylflavinmo-
nonucleotid (ZrO(FMN)), die molare Mengen an
Farbstoff enthilt, sowie die ,,verdiinnte* Variante
ZrO(HPO,),o(FMN),, ausgew#hlt. Beide Ver-
bindungen lassen sich durch einfaches Mischen
wissriger Losungen der Ausgangsmaterialien er-
halten und fithren zu transparenten, gelben bis
orangefarbenen Suspensionen, die bei Anregung
sowohl mit ultraviolettem (366 nm) als auch mit
blauem Licht (380-450 nm) breitbandige griine
Emission zeigen (Abbildung1). Aufgrund der
starken Absorption des UV-Lichts zeigt nur der
Teil der Suspension die volle Lumineszenz, der
der Einfallsrichtung der Anregungsstrahlung zu-
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elektronenmikroskopie (REM) und Transmissionselektro-
nenmikroskopie (TEM) untersucht. DLS-Untersuchungen
der erhaltenen Nanopartikel in Wasser zeigen eine ver-
gleichsweise breite GroBenverteilung mit einem mittleren
hydrodynamischen Durchmesser von 39(+12) nm (Abbil-
dung 2). Das Redispergieren in einem stirker oberflichen-
aktiven Losungsmittel wie Diethylenglycol (DEG) liefert
eine sehr viel engere GroBenverteilung (d.h. 32(£4) nm).
Dieses Ergebnis zeigt, dass prinzipiell einheitliche Primér-
partikel vorliegen, in Wasser jedoch eine gewisse Agglome-
ration auftritt. Selbst in Wasser sind jedoch alle Partikel noch
immer kleiner als 100 nm. Zudem muss die Einfachheit der
Synthese und das Fehlen iiblicher kolloidaler Stabilisatoren
(z.B. langkettiger Amine oder Phosphane) beriicksichtigt
werden. Laut Elektronenmikroskopie ist ZrO(HPO,),_,-
(FMN), kugelformig, wobei der mittlere Durchmesser 25—
40 nm betrdgt (Abbildung 2c—e). AbschlieBend wurde die
spezifische Oberfldche basierend auf der Brunauer-Emmett-
Teller(BET)-Methode bestimmt. Ein Wert von 115m?g™!
bestétigt wiederum das Vorliegen einer nanoskaligen Ver-
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Abbildung 2. Gréf3e und Morphologie von ZrO(HPO,),_,(FMN)
nen Nanopartikel in Wasser (a) und nach dem Redispergieren in Diethylenglycol
(b); Elektronenmikroskopie der erhaltenen Nanopartikel mit unterschiedlicher Ver-
groRerung: c¢,d) REM-Ubersichtsaufnahmen und e) energiegefilterte ,, Zero-Loss*-
TEM-Aufnahme.
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Zur Identifizierung der chemischen Zusammensetzung
der Titelverbindung wurde zunichst die Rontgenpulverdif-
fraktometrie (XRD) eingesetzt. Die Nanopartikel erwiesen
sich jedoch als vollstindig amorph. Die Fourier-Transforma-
tions-Infrarotspektroskopie (FT-IR) belegt das Vorhanden-
sein sowie die relative Konzentration von FMN durch Ver-
gleich von ZrO(HPO,),s(FMN),, und ZrO(FMN) mit ZrO-
(HPO,) und Na(HFMN)2H,O als Referenzsubstanzen
(siche Hintergrundinformationen). Zur Untersuchung der
Farbstoffkonzentration und der chemischen Zusammenset-
zung wurden zusitzlich energiedispersive Rontgenanalyse
(EDX), Elementaranalyse und Thermogravimetrie (TG)
verwendet. Das Zr:P-Verhiltnis beider Verbindungen wurde
mittels EDX bestimmt und ergab 1:1.2 fiir die Zusammen-
setzung ZrO(HPO,),o(FMN),; und 1:1.0 fiir ZrO(FMN).
Beide Werte stimmen gut mit dem zu erwartenden dquimo-
laren Verhiltnis iiberein. Die Elementaranalyse (C,N-Ana-
lyse) von ZrO(HPO,),o(FMN),; und ZrO(FMN) lieferte
Gehalte von 9.9 Gew.-% Kohlenstoff und 2.2 Gew.-% Stick-
stoff (berechnet C: 8.5%, N: 2.3%) bzw. 33.6 Gew.-% Koh-
lenstoff und 9.2 Gew.-% Stickstoff (berechnet C: 36.3%, N:
9.9%). SchlieBlich zeigte die Thermogravimetrie von ZrO-
(HPO,)(4(FMN),, einen Gewichtsverlust von 23 % beim Er-
hitzen auf 700°C. Dieser Wert — der die Zersetzung des
Farbstoffs sowie die Dehydratisierung der anorganischen
Matrix einschlieft — stimmt mit dem zu erwartenden Wert
(22 %) tiberein. ZrO(FMN) zeigte einen Gewichtsverlust von
61%, der direkt mit der Farbstoffzersetzung korreliert
werden kann (berechnet: 64 % ). Die TG-Riickstdnde beider
Verbindungen wurden mittels XRD identifiziert und erwie-
sen sich als Zr;(PO,), und kleinere Mengen an ZrO, (siche
Hintergrundinformationen).™ Unter Beriicksichtigung aller
analytischen Daten kann die chemische Zusammensetzung
der amorphen Nanopartikel somit zuverldssig als ZrO-
(HPO,)9(FMN),; bzw. ZrO(FMN) angenommen werden.
Im Anbetracht der sehr groen Oberfldche und der Nicht-
kristallinitdt der Nanopartikel kann eine gewisse Protonie-
rung/Hydratisierung (z.B. Zr(OH),(FMN)) jedoch nicht

vollstandig ausgeschlossen werden. Eine Einkristallstruktur-
analyse wire hier wiinschenswert, um die tatsédchliche
Struktur und Bindungssituation zu untersuchen. Anzumerken
ist an dieser Stelle, dass selbst die Struktur und Zusammen-
setzung kristalliner Zirconiumphosphate als massive Fest-
korper im Detail kontrovers diskutiert werden, sodass hier
auch Analogieschliisse schwierig sind.['*1¢)

Wie erwartet wird die Photolumineszenz von ZrO-
(HPO,),o(FMN),; und ZrO(FMN) durch das Farbstoffanion
bestimmt. Demzufolge konnen die Nanopartikel vom UV-
Bereich bis weit in den sichtbaren Spektralbereich (250
510 nm) angeregt werden und zeigen intensive Emission mit
einem Maximum bei 530 nm (Abbildung 1).l) Ungeachtet
der vorteilhaften Biokompatibilitit von FMN ist seine
Quantenausbeute (etwa 30%)!"? im Vergleich zu anderen
Fluoreszenzfarbstoffen jedoch nur durchschnittlich. Die Na-
nopartikel — insbesondere im Falle von ZrO(FMN) — wirken
aufgrund der eingebauten molaren Mengen an Farbstoffan-
ionen aber als ein quasi unendliches Reservoir. Diese be-
trachtliche Anzahl an Lumineszenzzentren pro Nanopartikel
gewihrleistet damit eine intensive punktformige Emission
sowie ein geringes Ausbleichen.

Um den Nutzen der ZrO(HPO,),_,(FMN),-Nanopartikel
fiir die optische Bildgebung zu beurteilen, haben wir uns auf
Studien an lebenden Méusen und Zellen konzentriert. Zu-
niachst wurde ZrO(FMN) NMRI- (nu/nu) und BALB/C-
Maiusen intradermal und intraperitoneal injiziert. In den
entstandenen Quaddeln wurde intensive griine Emission be-
obachtet (Abbildung 3a). Die Detektion der Blutgefifie um
diese Quaddeln gelingt nach Injektion von Cy5-NHS, das mit
intravaskuldren Blutproteinen, Blutzellen und Endothelzel-
len reagiert (Abbildung 3b). Das iiberlagerte Bild (Abbil-
dung 3c¢) zeigt den Grenzbereich der Quaddeln mit den Ge-
fdBen (rote Emission), insbesondere nach Injektion von
Ethanol (Ethanol induziert Hyperdmie). Das Zentrum der
Quaddeln zeigt hingegen die intensive griine Emission der
injizierten Nanopartikel. Die Fluoreszenz der ZrO(FMN)-
Nanopartikel in den Quaddeln blieb iiber mehrere Stunden
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Abbildung 3. In-vivo-Bildgebung mit ZrO(HPO,),_,(FMN),-Nanopartikeln in ganzen Organismen und Zellen: a—c) Lumineszenz bei NMRI-Mausen
nach intradermaler Injektion von a) ZrO(FMN)-Nanopartikeln in 1) HEPES-Puffer, 2) Wasser, 3) Ethanol und 4) Cy5-NHS als intravaskuldarem Ge-
falfarbemittel, K= Kontrollpuffer; b) rote Fluoreszenz von Cy5-NHS; c) iiberlagerte Bilder (a+b). d—f) Zellulire Aufnahme von ZrO(FMN) in le-
benden murinen Makrophagen mit d) Firbung der Vesikel und Lysosomen durch Lysotracker; e) DIK-Bild; f) Colokalisierung von Vesikeln mit
lumineszierenden Nanopartikeln; g) Emissionsspektrum von vierfarbig eingefirbten Makrophagen. DAPI =4',6-Diamidino-2-phenylindol.
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hinweg stabil und verschwand erst iiber Nacht.
Die intraperitoneale Injektion von 100-200 pL
Nanopartikeln in isotonem Phosphatpuffer zeigt
dariiber hinaus keinerlei akute Toxizitét; selbst
nach zwei Monaten waren keinerlei toxische
oder allergische Wirkungen bei den Tieren zu
beobachten.

Die Biokompatibilitit von ZrO(HPO,),_,-
(FMN),-Nanopartikeln wurde weiterhin mit
Sdugetierzellen untersucht, die auf toxische
Substanzen reagieren und eine hohe Aufnahme-
rate fiir Nanopartikel zeigen (d.h. murine Ma-
krophagen aus Knochenmark, unreife humane
dendritische Zellen). Beide Zellarten nahmen
die Nanopartikel auf, ohne toxische Wirkungen
wie Abschniirung von Vesikeln (,,Blebbing*) und
Zelltod durch Apoptose oder Nekrose zu zeigen.
Die Nanopartikel colokalisierten mit Vesikeln
des mit Lysotracker gefarbten lysosomalen
Kompartiments (Abbildung 3 d-f). Sie colokali-
sierten nicht mit Mitochondrien und Zellkernen.
Das gesamte, iiber alle gefarbten Zellkomparti-
mente gemessene Emissionsspektrum bestétigt
die Colokalisierung (Abbildung 3g). REM und
EF-TEM erhirten die Ergebnisse der Lichtmi-
kroskopie und zeigen die auf einer Kunststoff-
oberfliche haftenden murinen Makrophagen
(Abbildung 4a—e). Die so fixierten Makropha-
gen wurden ,,en face“ in parallele Schichten ge-
schnitten. Im Fall der unbehandelten Makro-

Angewan

phagen sind Zellkern und Cytoplasma — das mit
erheblichen Mengen an elektronendurchléssigen
Vesikeln gefiillt ist — deutlich sichtbar (Abbil-
dung 4b,d). Demgegeniiber ist das Cytoplasma
der mit Nanopartikeln behandelten Makropha-
gen mit elektronenundurchlissigen Vesikeln an-
gereichert und zeigt eine charakteristische
dunkle, granulare Struktur (Abbildung4c.e).
Somit sind die Nanopartikel ausschlief3lich in den
Vesikeln lokalisiert. Parallele Elektronenener-
gieverlustspektren (PEELS) der nanopartikel-
haltigen Vesikel und geeigneter Referenzen (d. h.
ZrO(FMN) als solches, elementares Zirconium,
Ionisierungskanten von P-L23 und Zr-M45) belegen die An-
wesenheit von Zr und P in den Nanopartikeln (Abbil-
dung 4f). Ohne Nanopartikel inkubierte Makrophagen
zeigen derartige Strukturen nicht (Negativkontrolle).
SchlieBlich werden ZrO(FMN)-Nanopartikel deutlich sicht-
bar, wenn die Vesikel mit einer Zr-M45-Elementkartierung
iiberlagert werden (Abbildung4f). Insgesamt erscheinen
ZrO(HPO,),_.(FMN),-Nanopartikel als geeignete Hilfsmit-
tel zur Vitalfarbung in Organismen. Um eine spezifische Er-
kennung in Organismen, Organen oder Zellen zu erreichen —
d.h. um spezifische Antikorper, Liganden, Lectine oder Re-
zeptormolekiile anzukoppeln — konnen jetzt alle bekannten
Techniken zur Oberflichenfunktionalisierung von Halblei-
terquantenpunkten und zum Aufbau spezifischer Linker
herangezogen werden.
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Abbildung 4. Ultrastruktur- und Elementaranalyse von mit ZrO(HPO,),_,(FMN), be-
handelten Makrophagen: a) Ubersicht der konfluent wachsenden Makrophagen;
b,d) niedrig- bzw. hochaufgelsste Bilder von unbehandelten Makrophagen (N: Zell-
kern, V: Cytoplasma mit Vesikeln); c,e) niedrig- bzw. hochaufgeléste Bilder von mit
Nanopartikeln behandelten Makrophagen; f) WR-PEEL-Spektren von: Nanopartikel-
gefiillten Vesikeln (rote Linie, gemessene Vesikel sind in (g) durch einen roten Kreis
markiert), ZrO(FMN)-Nanopartikeln als solchen (blaue Linie) und elementarem Zr
als Referenz (griine Linie) sowie die lonisierungskanten P-L23 (gelber Kasten) und
Zr-M45 (griiner Kasten) mit ELNES-Fingerprints; g) Vesikel, iiberlagert mit Zr-M45-
Elementkartierung, wobei die ZrO(FMN)-Nanopartikel als rote Punkte markiert sind.

Neben ZrO(HPO,),_(FMN), mit griiner Emission wurde
das Konzept der farbstoffmodifizierten Zirconiumphosphate
(DMZPs; dye-modified zirconium phosphates) in einer Vor-
untersuchung auf alternative Farbstoffanionen und Emissi-
onsfarben iibertragen. Bei Verwendung von Umbelliferon-
phosphat UFP>~ wurden nichtkristalline Nanopartikel mit
einer angeniherten Zusammensetzung ,,ZrO(UFP)“ erhal-
ten, die bei Anregung mit 366 nm blaue Emission zeigen
(Abbildung 5). Tatsdchlich ist die Emission hier jedoch ver-
gleichsweise schwach. Eine deutlich stirkere Lumineszenz
tritt auf, wenn in Gegenwart von Phosphatasen ungebundenes
Umbelliferon freigesetzt wird. Dieser Wechsel von schwacher
zu sehr intensiver Emission kann sich als sehr wertvoll er-
weisen, da der Effekt unmittelbar mit der metabolischen
Aktivitit, z.B. dem Verbrauch an ATP, korreliert werden
kann. Ein dhnlicher Effekt tritt im Fall von ZrO(HPO,),_,-
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Zusammensetzung der Nanopartikel

ZrO(=UFP)

ZrO(FMN)

‘Zrs04(PAP)

Reaktion des Farbstoffanions

UPFZ

\Clj/o Phosphatase

HO iO: Na S,0, He
oapow\l)

FMN?~

Z0,P0

Abbildung 5. DMZPs mit alternativen Emissionsfarben und schaltbarer Lumineszenz: Die Kombination der formalen Bausteine ZrO** und Um-
belliferonphosphat UFP*~ oder Porphyrinamidophosphonat PAP®~ als Farbstoffanionen fiihrt zu Nanopartikeln mit blauer und roter Emission
(Aanregung =366 nm). Ein Schalten der Lumineszenz ist im Falle von ,,ZrO(UFP)“ durch Zugabe von Phosphatasen und im Falle von ZrO(FMN)
durch Reduktion/Oxidation méglich (Anregung von ZrO(FMN) mittels blauer LED).

(FMN), auf, dessen Emission reversibel an- und abgeschaltet
werden kann (Abbildung 5). Dies wird durch eine Reduktion,
z.B. durch S,0,%", oder Oxidation, z.B. durch O,, des Farb-
stoffs erreicht und kann wiederum eine direkte Beobachtung
von Stoffwechselprozessen ermoglichen (z.B. in Gegenwart
von NADH oder NAD"). Eine Korrelation von Stoffwech-
selprozessen und optischem Schalten von Lumineszenzmar-
kern hat erst kiirzlich fiir einige Aufmerksamkeit gesorgt.!'”!
SchlieBlich wurde eine rote Emission von DMZPs bei Anre-
gung mit blauem Licht mit Porphyrinamidophosphonat
PAP*" als Farbstoffanion und einer angeniiherten Zusam-
mensetzung ,,Zr,O4(PAP)“ beobachtet (Abbildung 5). Wie
fiir ZrO(HPO,),_.(FMN), vorgestellt, erfordern auch ,,ZrO-
(UFP)“ und ,,Zr,O,(PAP)“ im Rahmen von Folgeuntersu-
chungen eine wesentlich detailliertere Ausarbeitung hin-
sichtlich Struktur und Eigenschaften. Dennoch belegen beide
Verbindungen die generelle Einsetzbarkeit von DMZPs als
neue Klasse lumineszierender Nanopartikel.

Wir haben hier den Verbindungstyp ZrO(HPO,),_,-
(FMN), als neues Lumineszenzmaterial vorgestellt und
anhand der Verbindungen ZrO(HPO,),o(FMN),; und ZrO-
(FMN) verifiziert. Das Material zeichnet sich durch mehrere
wichtige Merkmale aus, einschlieSlich einer schnellen und
einfachen wasserbasierten Synthese, potenziell geringer Pro-
duktionskosten, einer hohen Biokompatibilitdt und einer
variablen Konzentration des eingebauten Farbstoffs, was eine
quasi unendliche Anzahl an Lumineszenzzentren erlaubt.
Typische Schliisselaspekte von Quantenpunkten und metall-
dotierten Nanopartikeln, z.B. die Kristallisation bei hohen
Temperaturen und die Oberflichenausstattung mit Kern-
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Schale-Strukturen, miissen nicht beriicksichtigt werden. Ba-
sierend auf diesen Aspekten kann ZrO(HPO,),_,(FMN),
eine vielversprechende Alternative zu bekannten lumines-
zierenden Nanomaterialien sein. Seine Verwendbarkeit als
Lumineszenzbiomarker und seine Biokompatibilitdt wurden
als Machbarkeitsstudie erfolgreich an lebenden Méusen und
an Zellen getestet. SchlieBlich konnte das Konzept der
DMZPs bereits auf rote und blaue Emission sowie auf eine
schaltbare Lumineszenz erweitert werden.

Experimentelles

ZrO(HPO,),s(FMN),; wurde durch Mischen einer Losung von 40 mg
ZrOCl,-8 H,O (Aldrich, Steinheim, >99 %) in 0.5 mL Methanol mit
einer Losung von 10 mg Natriumriboflavin-5'-monophosphat-dihy-
drat (Na(HFMN), Fluka, Buchs, 85 %) und 20 mg kristalliner Phos-
phorsiure (Sigma-Aldrich, Steinheim, 85 %) in 45 mL H,O bei 70°C
hergestellt. Die Zugabe erfolgte unter kréftigem Riithren. Nach
zweiminiitigem Riithren wurde das orangefarbene, feste Produkt
durch Zentrifugieren (15 min bei 25000 Umin™) abgetrennt. Die
Nanopartikel wurden zweimal in H,O resuspendiert und zentrifu-
giert, um alle verbliebenen Salze zu entfernen. SchlieBlich wurden
stabile Suspensionen durch Resuspendieren der erhaltenen Nano-
partikel in Wasser erhalten. Geringe Mengen an Agglomeraten
wurden durch Zentrifugieren (2 min, 4000 Umin ') abgetrennt. Eine
stabile Suspension war auch durch direktes Redispergieren in Die-
thylenglycol erhéltlich, wobei hier kein Entfernen von Agglomeraten
erforderlich war. Pulverproben wurden durch Zentrifugieren von
Suspensionen in Ethanol und Trocknen des festen Riickstands bei
100°C tiiber 1h im Trockenschrank zur Entfernung von oberfla-
chengebundenen Losungsmitteln (d.h. Wasser, Ethanol) erhalten.
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ZrO(FMN): Zirconylflavinmononucleotid wurde &hnlich wie
ZrO(HPO,),o(FMN),; hergestellt, jedoch wurde die Verbindung
durch Mischen einer Losung von 100 mg ZrOClL-8H,O (Aldrich,
Steinheim, >99%) in 5 mL H,O mit einer Losung von 480 mg Na-
triumriboflavin-5’-monophosphat-dihydrat ~ (Na(HFMN), Fluka,
Buchs, 85 %) in 50 mL H,O erhalten.

Weitere Informationen zur chemischen Analyse und zu den
biologischen Untersuchungen sind in den Hintergrundinformatinen
zu finden.

Eingegangen am 29. Mai 2009,
verdnderte Fassung am 18. September 2009
Online veroffentlicht am 22. Dezember 2009
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