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Die gegenwirtig verfiigbaren Techniken der molekularen Bildge-
bung, die atomare Auflosung erzielen, bendotigen extreme Arbeitsbe-
dingungen wie niedrige Temperaturen, Vakuum sowie grofie Proben-
volumina. Quantensensoren, die auf der spinabhingigen Photolumi-
neszenz von Stickstoff-Fehlstellen(NV)-Zentren basieren, haben ein
grofies Potenzial fiir die Detektion einzelner Molekiile mit atomarer
Auflosung bei Raumtemperatur. In Diamant-Nanopartikeln konnen
NV-Zentren gezielt implantiert werden, sodass einzigartige Nanosen-
soren entstehen, die in lebende biologische Systeme eindringen kon-
nen. Aus diesen Griinden konnte die Diamant-Sensorik einen noch nie
dagewesenen Einblick in die Struktur und Funktion von einzelnen
Biomolekiilen unter physiologischen Bedingungen liefern, sodass sich
biologische Prozesse bis auf das Quantenniveau und mit atomarer
Auflosung beobachten lieflen. Die theoretischen Grundlagen der
Diamant-Quantensensoren und die aktuellen Entwicklungen von ih-
rer Herstellung bis zu den verschiedenen Sensor-Techniken werden in
diesem Kurzaufsatz erortert.

Anwendungsmoglichkeiten insbeson-
dere auf dem Gebiet der Lebenswis-
senschaften, in denen die optische
Einzelmolekiil-Spektroskopie und die
Rasterkraftmikroskopie im Prinzip die
einzigen Methoden sind, die Einblicke
in die molekulare Struktur ermogli-
chen. Allerdings reicht die Auflosung
dieser Methoden nicht aus, um einzelne Atome zu erkennen.

Quantensensoren auf Basis der vom Spin abhidngigen
Photolumineszenz einzelner Stickstoff-Fehlstellen (NVs) in
Diamant bieten hier ein auflerordentliches Potenzial fiir die
atomare Bildgebung.['! Der gegenwirtige Fortschritt auf dem

1. Einleitung

Die molekulare Bildgebung und Strukturaufkldrung mit-
tels Rontgenstrukturanalyse, Kernresonanzspektroskopie,
Elektronenmikroskopie =~ und  Rastertunnelmikroskopie
nimmt eine zentrale Rolle fiir den wissenschaftlichen Fort-
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schritt in verschiedensten Disziplinen ein. Die meisten ge-
genwirtig verfiigbaren Techniken, die in der Lage sind, eine
atomare Auflosung zu erzielen, erfordern tiefe Temperaturen,
Vakuum, die Verfiigbarkeit von Kristallen oder grof3e Pro-
benvolumina. Diese speziellen Anforderungen begrenzen die
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Gebiet der Diamant-Quantensensorik verspricht wie keine
andere Technik, das lange gehegte Ziel der Einzel-
molekiildetektion mit atomarer Auflésung bei Raumtempe-
ratur zu erreichen."? Es besteht die begriindete Hoffnung,
dass die Diamant-Quantensensorik zukiinftig wichtige Er-
kenntnisse fiir das Verstdndnis von Biomolekiilen in ihrer
natiirlichen, z.B. zelluliren Umgebung sowie von grundle-
genden biologischen Phdanomenen liefern wird.

Dieser Kurzaufsatz beschreibt das neue und sich schnell
entwickelnde Gebiet der nanoskaligen Quantensensorik auf
Basis von NV-Zentren in Diamant und beleuchtet die mog-
lichen Anwendungen der molekularen Bildgebung mit
hochster Auflosung in ,,lebenden® biologischen Systemen. Im
Folgenden werden die theoretischen Grundlagen und die
bislang am weitesten entwickelten Techniken der Diamant-
Quantensensorik eingefiihrt. Ein besonderes Augenmerk
wird hierbei auf die chemische Herstellung von qualitativ
hochwertigen Diamant-Quantensensoren und die Funktio-
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nalisierung der Diamant-Oberfldchen gelegt, die letztlich ei-
ne Sensorik in einer lebenden biologischen Umgebung erst
ermoglichen. Es wird besonders auf das grof3e Potenzial und
die weitreichenden Herausforderungen der Biosensorik unter
physiologischen Bedingungen eingegangen.

2. Theotie der Diamant-Quantensensorik

Ein ,,perfekter Diamant-Kristall ist fiir sichtbares Licht
wegen der groBen optischen Bandliicke von E=5.48 eV (dies
entspricht einer Wellenldnge von A~226 nm) transparent.
AuBerst selten findet man auch natiirlich vorkommenden
Diamant, der lebendige Farben aufweist. Die Herkunft dieser
Farbe kann auf plastische Deformationen des Diamant-Git-
ters oder, viel wichtiger fiir unsere Zwecke, auf Substitutions-
und Fehlstellendefekte in der Gitterstruktur zuriickgefiihrt
werden, die in der Lage sind, sichtbares Licht zu absorbieren
und zu emittieren. Hunderte solcher lumineszenter Defekte
sind bislang bekannt®™ und wurden bereits ausfiihrlich ana-
lysiert, um ihre grundlegenden optischen und Elektronen-
spin-Eigenschaften zu bestimmen und in einigen Fillen ihre
chemische Zusammensetzung aufzukliren.” Verunreini-
gungsdefekte basieren auf einer breiten Anzahl von Ele-
menten wie Bor, Nickel, Silicium und, am héaufigsten in
Diamant vorkommend, Stickstoff, dessen Farbzentren von
besonderer Bedeutung fiir die Anwendungen in der biologi-
schen Diamant-Sensorik sind.
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2.1. Stickstoff-Fehlstellenzentren und andere Farbzentren in
Diamant

Das NV-Zentrum®! ist ein Punktdefekt in der Diamant-
gitterstruktur, der aus einem Substitutions-Stickstoffatom
besteht, das sich direkt neben einer Gitterfehlstelle befindet
und das entlang der [111]-Richtung im Kristall orientiert ist
(Abbildung 1a). Es existiert in verschiedenen Ladungszu-
stinden, z.B. einer neutralen Form, NV, und dem negativ
geladenen NV~. Wihrend beide Formen in der Lage sind, mit
sichtbaren Licht in Wechselwirkung zu treten, sind die opti-
schen und elektronischen Eigenschaften des NV -Defekts
weit besser verstanden und scheinen somit geeigneter fiir
Anwendungen in der Sensorik und Quantentechnologie zu
sein.

Das NV~ -Zentrum weist eine scharfe optische Null-Pho-
nonen-Linie bei A=637nm (E=1.945¢V) und breite
Schwingungsseitenbanden auf. Unter Belichtung zeigt sich
eine weitere, sehr schwache Null-Phononen-Linie bei A=
1042 nm (E=1.190 eV), die auf eine elektronische Struktur,
wie in Abbildung 1b dargestellt, schlieBen ldsst. Es ist be-
merkenswert, dass NV~ und andere Farbzentren auch bei
starker und dauerhafter Laserbestrahlung nicht bleichen.
Dies trifft auch auf NV~-Defekte zu, die sich in nanometer-
groBen Diamanten befinden und einer intensiven Bestrah-
lung ausgesetzt sind. Weiterhin verhalten sich Absorptions-
und Emissionswellenldngen bis zu kleinsten Groflen von
<10 nm!® (sogar 2 nm!” fiir den Silicium-Defekt) unabhingig
von der GroBe des Diamanten. Diese Eigenschaften alleine
unterstreichen bereits das enorme Anwendungspotenzial von
fluoreszenten Nanodiamanten (NDs) als Biomarker.®! Als
eine weitere wichtige Eigenschaft von fluoreszenten NDs gilt,

Martin B. Plenio ist Direktor am Institut fiir
Theoretische Physik an der Universitit Ulm.
Sein breites Forschungsspektrum umfasst die
Quanteninformationswissenschaften, die Er-
forschung von Quanteneffekten in biologi-
schen Systemen, die Quantenoptik und

. Quantentechnologien. Er erhielt zahlreiche
Auszeichnungen wie eine Alexander von
Humboldt-Professur, die Maxwell-Medaille,
die Born-Medaille des Institutes fiir Physik

* und der Deutschen Physikalischen Gesell-
schaft sowie ein Synergy Grant des Europd-
ischen Forschungsrats.

Tanja Weil ist Direktorin des Instituts fiir
Organische Chemie Ill an der Universitit
Ulm. Ihre Forschungsinteressen liegen auf
dem Gebiet der Herstellung von prizisen
makromolekularen Architekturen und Biohy-
brid-Polymeren sowie deren Anwendungen

| auf den Gebieten der Biomedizin und Bild-
gebung. Ihr wurden die Otto-Hahn-Medaille
der Max-Planck-Gesellschaft, der Wissen-
schaftspreis der Stadt Ulm sowie ein Syn-
ergy Grant des Europdischen Forschungsrats
verliehen.

www.angewandte.de

An dte

Chemie

6697


http://www.angewandte.de

6698

(b) —_—

3g

mg = £1

<

m, — 0 |\L42GHz

r

Optischer
Ubergang

1.945eV <

So. Tha_Stark

S SSeL
Schwach™~< o
N

5 ~

Optischer
Ubergang
Optischer  Schwach

Ubergang

-

#
Schwach -~ L
-7 -4

i .

-

\ 34,

el -7 Stark
mg = %1 ’,’
,* 2.88 GHz

L
-

s

Sa ‘I\ lAl

i Nichtoptischer
1 Ubergang

| Stark

1

N P

.
.

Kurzaufsdtze

1.190eV

Magnetfeld-

ms =0

' abhangig
Temperatur- me = £1
abhingig

ms =10

Abbildung 1. a) Das NV-Zentrum in Diamant — ein Substitutions-Stick-
stoffatom in Nachbarschaft zu einer Fehlstelle, die durch ein fehlendes
Kohlenstoffatom gebildet wird. b) Die ,dangling bonds* bilden ein
elektronisches Spin-1-System mit einem optischen Ubergang bei
E=1.945 eV. Optische und Infrarot-Uberginge (durchgezogene Pfeile)
und schwache, nichtstrahlende Uberginge (gestrichelte Pfeile) ermég-
lichen die Beobachtung der spinabhingigen Fluoreszenz und optischer
Elektronenspinpolarisation.

dass sowohl der Grundzustand als auch der angeregte Zu-
stand des NV -Zentrums zwischen den magnetischen m, = 0-
und den m,=+ 1-Zustdnden des elektronischen Spintripletts
eine Nullfeld-Magnetresonanz bei 2.88 GHz bzw. 1.42 GHz
aufweisen. Dieser Elektronenspin hat eine beeindruckend
lange Kohirenzzeit (7,) und Relaxationszeit (7)), die in
hochreinen Diamanten sogar bei Raumtemperatur noch
Millisekunden betragen kann."”’ Die gleichzeitige Verfiigbar-
keit von optischen und elektronischen Ubergéingen macht das
NV -Zentrum besonders interessant fiir eine Vielzahl von
Anwendungen in der Sensorik. Ein wesentlicher Aspekt ist
hierbei, dass sogar fiir einzelne NV~ -Zentren der elektroni-
sche Spin-Zustand tiber die spinabhidngige Photolumineszenz
detektiert werden kann, da diese zwischen den m,=0- und
m,== 1-Zustinden unterscheidet!"”) und somit eine optisch
detektierte magnetische Resonanz am Einzelmolekiil
(ODMR) realisiert.'!! Das zugrunde liegende Prinzip der
Diamant-Quantensensorik und die vielseitigen Anwendun-
gen werden in den Abschnitten 4.1-4.3 ausfiihrlicher behan-
delt. Interessanterweise ermdoglicht dieselbe zugrunde lie-
gende Physik durch optisches Pumpen innerhalb weniger
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Mikrosekunden selbst bei Raumtemperatur die Polarisation
des Elektronenspin-Tripletts in den m;=0-Zustand. Die
daraus resultierende Hyperpolarisation des Elektronenspins
kann auf Kernspins iibertragen werden,'” was zahlreiche
Anwendungen in der Magnetresonanztomographie (MRT)
eroffnet, die in Abschnitt 4.4 genauer diskutiert werden soll.

Ungeachtet der aktuellen Fokussierung der Forschung auf
das NV~ -Zentrum ist eine Vielzahl von weiteren Farbzentren
bekannt, von denen einige eine dhnliche Kombination der
optischen Uberginge, Magnetresonanz der elektronischen
Spinzustdnde und spinabhingigen Fluoreszenz aufweisen.
Seit kurzem findet auch die Silicium-Fehlstelle (SiV™) in
dieser Hinsicht eine wachsende Aufmerksamkeit, da sie eine
starke Null-Phononen-Linie bei A=737nm (E=1.68¢V)
und ein elektronisches Spin-1/2-System aufweist, dessen
Struktur bereits in einigen Aspekten aufgekldrt werden
konnte."¥

3. Herstellung und Funktionalisierung von
Diamant-Quantensensoren

Inzwischen stehen verschiedene Methoden zur Verfii-
gung, um Diamant-Quantensensoren herzustellen. Sie kon-
nen beispielsweise durch die Implantierung von Farbzentren
sowohl in makroskopischen Diamanten als auch in Dia-
mantnanopartikeln erzeugt werden. Als ,, makroskopisch®
werden mikrometer- bis millimetergroSe Diamantkristalle
bezeichnet, die sich ideal dazu eignen, um In-vitro-Sensorik-
Arrays herzustellen. Thre Herstellung ist weniger schwierig,
da Farbzentren besonders stabil sind, wenn diese sich mehr als
2nm unterhalb der Diamantoberfliche befinden. Dagegen
sind nanometergroe Diamanten (Nanodiamanten, NDs)
besonders interessant fiir die Biosensorik, da sie als Nano-
sensoren in Losung in Zellen, Gewebe und lebende Orga-
nismen transportiert werden konnen. Allerdings ist es wegen
des sehr hohen Oberflichen-zu-Volumen-Verhéltnisses we-
sentlich anspruchsvoller, qualitativ hochwertige NDs mit
stabilen Farbzentren herzustellen. Die in NDs implantierten
Farbzentren konnen leicht durch Oberflachenfunktionalité-
ten gestort werden, die allerdings erforderlich sind, um eine
akzeptable kolloidale Stabilitidt, Biokompatibilitdt und Bio-
funktionalitdt zu erreichen. Dies ist besonders fiir biomedi-
zinische Anwendungen essenziell. In diesem Abschnitt wer-
den verschiedene Methoden fiir die Herstellung von makro-
skopischen Diamanten und ND-Partikeln mit Farbzentren
kurz umrissen und miteinander verglichen. Insbesondere
werden wir auf die Herausforderungen eingehen, qualitativ
hochwertige NDs herzustellen und diese fiir In-vivo-Anwen-
dungen zu funktionalisieren.

3.1. Herstellung makroskopischer Diamanten fiir die Diamant-
Quantensensorik

Makroskopische Diamantkristalle konnen iiber zahlrei-
che Synthesemethoden hergestellt werden, beispielsweise
iber das Hochdruck-Hochtemperatur(HPHT)-Wachstum
und das Verfahren der chemischen Gasphasenabscheidung
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g 3.2. Herstellung von Nanodiamantpartikeln

Druck

fiir die Diamant-Quantensensorik

Kohlenstoff-
quelle Lésungsmittel

&> Metall
:7 B

Temperaturunterschied N
20-50°C
4.

Heizung

Kristallisationskeim P Sl

NDs konnen iiber verschiedene Me-
thoden hergestellt werden, beispielsweise
iiber Detonation,"® Laserablation,"! To-
nenbestrahlung®! und die Chlorierung
von Carbiden.”" Die meisten dieser Me-
thoden fiihren lediglich zu polykristallinen
NDs sowie ultrananokristallinen NDs

Ty
Diamantfilm
Substrat

Druck ®cH, @c

(c) HPHT-Mikrodiamanten Mit Elektronen bestrahlite
ikrodiamanten

Abbildung 2. HPHT-Wachstum und CVD-Herstellung von Diamant und Bildung der NV-Zen-

tren im Diamant.

(CVD; Abbildung 2). Das HPHT-Wachstum ist die Haupt-
herstellungsmethode fiir synthetische Diamanten und er-
moglicht ein hohes Maf3 an Kontrolle iiber die Qualitdt und
Geometrie der hergestellten Diamanten. Die meisten iiber
diese Methode erhaltenen Diamanten bestehen aus kleinen
Kornern des Typs Ib (die Klassifikation von Diamanten mit
isolierten Stickstoffverunreinigungen, die sich im Diamant
verteilt befinden) mit GréBen von einigen Mikrometern bis
zu ca. 10 mm."" Diese Diamanten enthalten oft bereits Sub-
stitutions-Stickstoffatome, die P1-Zentren genannt werden
und vom Losungsmittel, dem Metall und der Kohlenstoff-
quelle sowie von Gasrestmengen im HPHT-Reaktor stam-
men konnen. Um die Gitterfehlstellen zu produzieren, kon-
nen diese Diamanten mit hochenergetischen Partikeln wie
Elektronen, Protonen, Neutronen, Ionen oder Gammaparti-
keln bestrahlt werden. Bei Temperaturen von ungefahr 800°C
erzeugen die Substitutions-Stickstoffatome eine Verzerrung
im Diamantgeriist und fangen so die sich bewegenden Fehl-
stellen unter Bildung der NV-Farbzentren ein (Abbil-
dung 2¢).!

Eine weitere gingige Methode des Wachstums von syn-
thetischen Diamanten ist die CVD.!"" Bei niedrigen Driicken
(unterhalb des Atmosphirendrucks) wird eine Mischung aus
kohlenstoffreichen Gasen (typischerweise in Zusammenset-
zungen von Methan/Wasserstoff 1:99) mittels Plasma zwi-
schen zwei Elektroden in Fragmente gebrochen, die an-
schlieBend auf einer Oberfldche in einem Diamantfilm wie-
der angeordnet werden (Abbildung 2b). Aus diesem Grund
werden die CVD-Diamanten normalerweise als diinne Filme
gewonnen. NV-Zentren konnen wéhrend des CVD-Prozesses
erzeugt werden, indem der Diamantfilm in Gegenwart einer
Gasmischung aus 0-0.1% N,, 0.7% CH, und 99.2% H,""
hergestellt wird. Die Konzentration der NV-Zentren variiert
mit der Menge der dotierten Stickstoffatome. Aus diesem
Grund konnen sogar einzelne Defekte hergestellt werden,
indem einzig der Stickstoffanteil optimiert wird.
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(Abbildung 3), mit nur wenigen nanoska-
ligen kristallinen Doménen, die sich nicht
fiir Anwendungen in der Quantensensorik
eignen. Ideale NDs fiir die Quantensen-
sorik sollten sehr stabile Farbzentren in
einem hoch kristallinen Diamantgeriist
aufweisen, vorzugsweise mit einer kon-
trollierbaren Anzahl an Farbzentren auf
einer rdumlich genau festgelegten Positi-

Stabilisierter fluoreszenter
Nanodiamant

Fluoreszenter
HPHT-Nanodiamant

Detonations-
Nanodiamant

PartikelgroRe: 1-5nm
Form 30-50-nm-Aggregate

Partikelgréfe: 20 - 50nm PartikelgroRe: 20 - 50nm

200nm

Abbildung 3. Vergleich von ultrananokristallinen Detonationsdiaman-
ten, von fluoreszenten HPHT-NDs mit NV-Zentren und von fluores-
zenten NDs nach Oberflichenstabilisierung.

on. Aus diesem Grund sind die NDs, die fiir die Entwicklung
als Quantensensoren genutzt werden konnen, normalerweise
monokristallin und werden durch hochenergetisches Mahlen
von HPHT-Diamant-Mikrokristallen® und plasmaunter-
stiitzte CVD! gewonnen. Wie in Abschnitt 3.1 dargestellt,
konnen iiber das HPHT-Wachstum Typ-Ib-Diamanten mit
wenigen Mikrometern Durchmesser (>20-50 um) hergestellt
werden. Uber einen mechanischen Mahlschritt kénnen aus
diesen HPHT-Mikrodiamanten dekontaminierte NDs herge-
stellt werden, die nach einer Aufreinigung mit Sduren (nor-
malerweise werden hoch oxidative Sduren wie 1:1:1-Mi-
schungen aus HCIO,, HNO; und H,SO, verwendet) in hohen
Reinheiten vorliegen.!™™ Durch eine Zentrifugationsaufrei-
nigung koénnen diese NDs in unterschiedliche Gréen von
wenigen Nanometern bis zu einigen zehn Nanometern von-
einander getrennt werden. Aufgrund der Tatsache, dass die
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durch HPHT-gewonnenen, synthetischen Diamanten bereits
Stickstoffdefekte aufweisen (P1-Zentren), konnen sie fiir die
Produktion von stabilen und hell fluoreszierenden NV-rei-
chen NDs herangezogen werden. Um nun die NV-Zentren zu
bilden, werden die gemahlenen NDs in Graphit-Tabletten
eingebettet, um eine bequeme Bestrahlung und ein Tempern
dhnlich wie fiir makroskopische Diamanten zu ermoglichen.
AnschlieBende Oxidationsverfahren, wie die Sdurebehand-
lung oder thermische Oxidation, ermdglichen die Reinigung
der NDs aus den Graphit-Tabletten, um die durch das Tem-
pern hervorgerufenen Oberflichenkontamination zu entfer-
nen und so die Helligkeit der NDs zu erhohen. Die iiber diese
Methode gewonnenen NV-Zentren verhalten sich normaler-
weise stabil nach der Implantation, allerdings ist es derzeit
eine schwierige Aufgabe, ausschlielich fluoreszente NDs zu
gewinnen. Die alternative Strategie ist eine Bestrahlung und
das Tempern von HPHT-Mikrodiamanten, um diese an-
schlieBend zu NDs zu zermahlen,”” ein Ansatz, der inzwi-
schen weit verbreitet ist und sogar von mehreren Unterneh-
men kommerzialisiert wurde.”® Bei diesem Verfahren kon-
nen einige NV-Zentren wihrend des Mahlvorgangs zerstort
werden, sodass extrem hohe Konzentrationen an NV-Zentren
im mikrokristallinen Ausgangsmaterial vorhanden sein miis-
sen, was schwer zu erreichen ist. Die Produktion von mono-
kristallinen NDs kann weiterhin iiber die CVD erzielt wer-
den,? allerdings ist der Einbau von Stickstoffatomen in die
kleinen Nanokristalle iiber diesen Ansatz sehr ineffizient.*!
Dagegen ist die CVD-Methode vielversprechender fiir die
Herstellung von NDs, die SiV-Zentren aufweisen, da das
Plasmaitzen des Siliciumsubstrats, auf dem die CVD-Dia-
manten gewachsen sind, bereits eine Siliciumquelle darstellt.
Es konnen ferner andere Defekte bequem durch alternative
Gase eingefiigt werden, beispielsweise Bor-Defekte unter
Verwendung von Trimethylboran.!

Auch wenn die derzeitigen Methoden einen Zugang zu
NDs mit verschiedenen GroBen und Farbzentren bieten, ist es
immer noch schwierig, die hohen Anforderungen der Quan-
tensensorik an diese Materialien zu erfiillen. Idealerweise
sollten NDs fiir quantenmechanische Anwendungen eine
kontrollierte Anzahl von NV-Zentren enthalten, und diese
stabilen NV-Zentren sollten sich mindestens 2 nm unter der
Diamantoberfldche befinden. Aus diesem Grund sollten die
NDs eine regelméflige Form mit einer nur geringen Gro-
Benverteilung aufweisen. Wenn ein einzelnes NV-Zentrum
als Spinsensor verwendet werden soll, muss der entspre-
chende Nanokristall eine kontrollierte Groffe und Form mit
einem prézise lokalisierten NV-Zentrum haben. Aus diesem
Grund werden neue Verfahren fiir eine kontrollierte Dia-
mantsynthese dringend bendétigt. Ein grof3es Potenzial bietet
hierbei das HPHT-Wachstum von kleinsten Diamantkristal-
len, um so direkt NDs mit einer regelmifiigen Gestalt zu
gewinnen. Wenn sich das HPHT-Wachstum ausgehend von
einem stickstoffhaltigen, molekularen Keim steuern lie3e,
konnte es im Prinzip gelingen, NDs mit nur einem NV-Zen-
trum in der Mitte zu produzieren, die fiir die Quantensensorik
ideal wiren.
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3.3. Funktionalisierung von ND-Sensoren fiir biologische
Anwendungen

Nach der Herstellung von qualitativ hochwertigen NDs
mit NV-Zentren werden insbesondere fiir Anwendungen in
der Biosensorik weitere Oberflichenfunktionen benotigt, die
die kolloidale Stabilitdt in einer biologischen Umgebung
verbessern. Wegen der groBen relativen Oberflidche und der
elektrostatischen Wechselwirkungen durch das Vorhanden-
sein zahlreicher Carbonsduregruppen konnen die jeweiligen
Biomolekiile einfach auf der ND-Oberfliche unspezifisch
adsorbiert werden.”” In friihen Versuchen ermoglichte dieser
Ansatz die Detektion von einigen Biomolekiilen: Die Ad-
sorption des Eisenspeicherproteins Ferritin auf der Oberfla-
che der NDs ermdéglichte die nicht-invasive Detektion von
Eisenatomen im Apoferritinkifig.””® Zusitzlich konnten
verschiedene funktionelle Gruppen auf die Oberfldche von
NDs gebunden werden, die wie bereits beschrieben®*! eine
kovalente Anbindung von Biomolekiilen erméglichen (Ab-
bildung 4). Eine derartige Oberflichenmodifikation ist der-
zeitig die einzige Methode, um NDs mit biologischen Funk-
tionalitdten auszustatten, und sie wurde bereits angewendet,
um Antikorper,” DNA,?! EnzymeP”! oder weitere funktio-
nale Proteine®'! anzubinden. Allerdings neigen die rohen, aus
der direkten Synthese stammenden NDs leicht dazu, Aggre-
gate zu bilden, was zum Teil auf ihr hohes Oberfliche-zu-
Volumen-Verhiltnis zuriickzufiithren ist. Die Aggregations-
neigung ist in biologischen Medien besonders ausgeprigt,

Saurebehandlung
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Biopolymer-beschichteter ND
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Abbildung 4. Funktionalisierung von NDs iiber direkte chemische Re-
aktionen und eine biologisch vertrigliche Beschichtung. Die urspriing-
lich mittels HTHP hergestellten NDs tragen unkontrolliert eingefiihrte
funktionelle Gruppen auf ihrer Oberfliche, und die Umsetzung mit
Sauren ermdéglicht lediglich die Herstellung von NDs mit terminalen
Carbonsiduregruppen auf ihrer Oberfliche. Diese Carbonsauregruppen
auf den NDs kénnen anschlieend in Siurechloride sowie Hydroxy-
und Aminogruppent ! {iberfiihrt werden, die weitere chemische Mo-
difikationen z.B. mit Biomolekiilen erméglichen. Die sdurebeschichte-
ten NDs kénnen weiterhin mit einer Silica-Hiille?®! oder einer positiv
geladenen Biopolymerhiille®?! ausgestattet werden, wodurch die Ober-
flaicheneigenschaften der NDs drastisch gedndert werden.
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wodurch es sehr schwierig ist, derart hergestellte Diamanten
unter diesen Bedingungen als einzelne NDs zu detektieren
(Abbildung 3). Die Oberflichenchemie von NDs ist weiter-
hin begrenzt durch die unkontrollierte Aggregationsneigung,
die bis hin zum Ausfillen der NDs aus der Losung fiihrt.
Weiterhin kann wegen der geringen Anzahl an Oberfld-
chenfunktionen nur eine geringe Dichte an Biomolekiilen
iber eine direkte kovalente Ankniipfung an die NDs erzielt
werden.

Kiirzlich riickten biokompatible, nicht-kovalente Ober-
flaichenbeschichtungen in den Fokus, um NDs in biologischen
Medien zu stabilisieren und um die Konjugationschemie auf
der Diamantoberflidche effizienter zu gestalten. Erste Studien
haben gezeigt, dass NDs, die eine Schicht des Blutplasma-
proteins Serumalbumin adsorbieren, eine erhohte Stabilitét
aufweisen, sodass sogar eine Detektion einzelner Partikel in
lebenden Zellen mithilfe stimulierter Emissions-Depletions-
(STED)-Mikroskopiel® moglich war. In diesem Zusammen-
hang wurden bereits unterschiedliche Beschichtungsmate-
rialien, beispielsweise anorganische und polymere Materiali-
en, untersucht (Abbildung 4). So wurde z.B. eine Silica-hiille
auf der ND-Oberflédche eingefiihrt, die die Partikeloberfliche
biovertréglich, stabil und mittels Silica-Konjugationschemie
einfach funktionalisierbar werden lieS.”! Das hydrophile
Polymer Polyethylenglycol (PEG) wurde an die Silica-Hiille
gekniipft, um die kolloidale Stabilitdt der Hybridteilchen
iiber einen breiten pH-Bereich (pH 2-10) oder sogar in 1m
NaCl und Zellkulturmedium weiter zu erhohen.”*! Alterna-
tiv konnen auch Polymere als vertriagliche Beschichtungen
fungieren. PEG-basierte Polymere wurden direkt kovalent an
NDs gebunden.’ PEG-Beschichtungen erwiesen sich als
besonders vertréglich mit biologischen Medien und weisen
nur eine geringe unspezifische Adsorption von Plasmapro-
teinen auf, sodass sie sich wegen ihrer geringen Zell- und
Gewebetoxizitdt besonders fiir In-vivo-Anwendungen eig-
nen.’*®< Allerdings ermoglichen klassische PEG-Polymere
keine nachfolgenden Funktionalisierungen, was eine der
Hauptlimitationen dieser Methode ist. Kiirzlich konnte eine
Beschichtungsstrategie iiber Biopolymere entwickelt werden,
die auf einem PEG-Hybridpolymer basiert, das aus nativem
Albumin gewonnen wird.’” NDs, die von diesen Biopoly-
meren eingekapselt wurden, verhalten sich sehr stabil in allen
getesteten biologischen Pufferlosungen sowie iiber einen
breiten pH-Bereich (pH 2-8), ohne Aggregation zu zeigen.
Weiterhin bietet dieses aus Proteinen gewonnene Biopolymer
eine grole Anzahl an orthogonalen funktionellen Gruppen,
die aus den Seitenketten der Aminosdurebausteinen stam-
men und sich einfach nachtréglich funktionalisieren lassen
(Abbildung 4).

4. Diamant-Sensorik — Methoden und Anwendun-
gen

Die einzigartige Moglichkeit, einen einzelnen langlebigen
Elektronenspin im Grundzustand optisch auslesen zu kon-
nen, ist ein wesentliches Element fiir die magnetische Sen-
sorik auf der Nanoskala, die in diesem Abschnitt genauer
beleuchtet werden soll. Im Vergleich mit anderen Magnet-
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feldsensortechniken, wie der magnetischen Resonanzkraft-
mikroskopie, sind einzelne NV-Zentren hier wegen ihrer
hohen Stabilitdt besonders interessant. Zudem hat ein ein-
zelnes NV-Zentrum nur ein schwaches magnetisches Moment
(dhnlich dem magnetischen Moment eines einzelnen Elek-
tronenspins) und stort daher das zu untersuchende Objekt
nur wenig. Dariiber hinaus ermdglichen die hohe Photosta-
bilitdt und das Ausbleiben von Fluoreszenz-Bleichvorgidngen
von Farbzentren deren Anwendung fiir die Sensorik tiber
resonanten Fluoreszenzenergietransfer (FRET).

4.1. Optische Sensorik mit Diamanten

Optische Techniken, die wéahrend der vergangenen beiden
Dekaden entwickelt wurden, bieten heute eine hohe Emp-
findlichkeit, die die Detektion einzelner Fluorophore er-
moglicht.”®! Fluoreszenzmarker erlauben inzwischen sogar
eine Empfindlichkeit, die nicht durch Lichtstreuung be-
schrinkt ist.”! Allerdings sind diese superauflosenden Bild-
gebungstechniken durch die begrenzte Photostabilitdt der
Farbstoffe limitiert. Die STED-Mikroskopie erreicht inzwi-
schen routinemifig eine Auflosung von 20-50 nm,*! aber
eine hohere Auflosung bendétigt sehr hohe Intensitidten des
Depletionstrahls, was zum schnellen Bleichen der Fluores-
zenzmarker fiihrt. Andere superauflosende Bildgebungs-
techniken basieren auf der Auswertung von so genannten
»Blinking“-Vorgéngen (Fluoreszenz-An- und -Aus-Zeiten)
von einzelnen Farbstoffen, die wiederum eine hohe Photo-
stabilitdt speziell gegen irreversible Bleichvorgidnge aufwei-
sen miissen, um eine hohe Auflosung zu erzielen.™ Aus
diesem Grund sind Farbzentren in NDs mit ihrer duf3erst
hohen Photostabilitdt sehr vielversprechende Lichtquellen
fiir die Superauflosungsmikroskopie, wenn die relativ gro3en
Abmessungen der NDs keine Beschriankung darstellen. Erste
Experimente, die mit NV-Zentren im makroskopischen Dia-
mant durchgefiihrt wurden, zeigen Auflésungen von bis zu
6 nm."*"! Erst kiirzlich wurde die STED-Mikroskopie mit NV-
dotierten NDs demonstriert,*!! und es konnten Auflésungen
von bis zu 10 nm erzielt werden.*

Eine weitere vielversprechende optische Technik fiir die
nanoskalige Prézisionssensorik ist der resonante Fluores-
zenzenergietransfer (FRET). Der FRET-basierten Sensorik
liegt die scharfe Abstandsabhéngigkeit des Energietransfers
zwischen zwei einzelnen Farbstoffen zugrunde. Die einzigar-
tige Photostabilitdt der Farbzentren eroffnet neue Moglich-
keiten, um die FRET-basierten Detektionstechniken zu ver-
bessern. Es wurde bereits gezeigt, dass einzelne NV-Zentren
in 20nm groBen Diamantkristallen den hocheffizientem
Nachweis einzelner Molekiile ermoglichen, die auf der Dia-
mantoberfliche adsorbiert wurden.* Die dynamische
Bandbreite der FRET-Mikroskopie ist zwar begrenzt, jedoch
kann dieses Hindernis unter Verwendung der Rastersonden-
FRET-Techniken iiberwunden werden, indem ein Donor,
beispielsweise ein NV-Zentrum in einem Diamant-Nano-
kristall, an der Spitze eines Rasterkraftmikroskops angefiigt
wird.
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4.2. Detektion von externen Elektronenspins mittels NV-Zentren

Nanometergrole Diamanten mit NV-Zentren sind viel-
versprechende Nanosensoren in einer biologischen Umge-
bung, da sie sich durch eine hohe Biokompatibilitit, eine in-
tensive Fluoreszenz und eine hohe Empfindlichkeit fiir ma-
gnetische Felder bei Raumtemperatur auszeichnen. Der Tri-
plettgrundzustand des NV-Zentrums kann als nanoskaliges
Magnetometer verwendet werden.*! Der NV-Defekt kann
wegen seiner prazisen Lokalisation im Diamantgitter als ein
punktformiger magnetischer Dipol betrachtet werden, dessen
Energie durch die Gegenwart externer Spins verdndert wird.
Solche Energiednderungen (die als Verschiebung der Spek-
trallinien, Storungen des Spinechos oder verstiarkte Relaxa-
tion der NV-Zentren aufgenommen werden), konnen tiber
die optisch detektierte magnetische Resonanz der NV-Zen-
tren ausgelesen werden. Die Detektion von externen Elek-
tronenspins mithilfe solch eines Diamant-Magnetometers!*!
konnte einzigartige Moglichkeiten bieten, um Biomolekiile
sogar in ihrer zelluliren Umgebung zu studieren. Schnell
fluktuierende externe Spins wurden bereits iiber die ver-
starkte Relaxation der NV-Zentren gemessen. In diesem Fall
wird das Rauschen der externen Spins als Signal gemessen
(Storungs- oder Dekohirenzmikroskopie).””!

Typischerweise besteht das Ziel der gingigen Sensorsys-
teme in der Verringerung des Rauschens, um einen optimalen
Zugang zu einem kohidrenten Signal zu erhalten. Bei der
Dekohidrenzmikroskopie stellt das Rauschen selbst das Signal
dar. Die Empfindlichkeit dieser Technik kann die ultimative
Grenze bis zu der Detektion eines einzigen paramagnetischen
Ions erreichen.® Sie kann ferner auf die Detektion von
Biomolekiilen erweitert werden, beispielsweise wenn para-
magnetische Ionen an Proteine gekniipft werden.®! Der
Nachweis von einzelnen Elektronenspins kann auch auf
Proteine angewendet werden, in denen Spins bereits nativ
vorhanden sind und die eine bestimmte Funktion ausiiben,
beispielsweise in eisenreichen, magnetischen Proteinen wie
dem Ferritin. "

Die Detektion von Ferritin (ein Protein, das in der Lage
ist, Eisen in zahlreichen Organismen zu speichern) iiber ma-
gnetisches Rauschen, das durch das paramagnetische Eisen
im Inneren des Proteinkéfigs induziert wird, konnte bereits
mit einer Empfindlichkeit im Bereich der Einzelmolekiilde-
tektion verwirklicht werden.””>>" Es konnte eine signifikante
Verringerung sowohl der Kohirenz- (7) als auch der Rela-
xationszeit (7)) des NV-Zentrums aufgrund des Ferritins auf
der Oberfliche der NDs erhalten werden (Abbildung 5). Auf
diesem Weg eroffnen nanoskopische Magnetfeldsensoren auf
der Basis einzelner Defekte in Diamant eine neue Sensor-
technologie, die das Potenzial bietet, wichtige biologische
Prozesse aufzukldren, z.B. den Elektronentransfer in einer
zelluldaren Umgebung. Die bemerkenswerte Empfindlichkeit,
zusammen mit dem nicht-invasiven Charakter dieses Nach-
weisverfahrens, konnte einen Zugang zur Aufkldrung quan-
tenmechanischer Eigenschaften in biologischen Systemen
liefern, beispielsweise in Elektronentransfer- und Radikal-
paardynamiken, die typischerweise nicht tiber Ensemble-
Messungen und hoch invasive Messsysteme nachweisbar
sind.P"
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Abbildung 5. Die Detektion von Eisenatomen im Inneren des Ferritins
tiber NV-Zentren in NDs mit der Empfindlichkeit eines einzelnen Pro-
teins. a) Hochaufgeloste transmissionselektronenmikroskopische (HR-
TEM-)Aufnahme eines ND. b) Das Kohlenstoffgitter des ND gemafs
der HR-TEM-Abbildung. c) HR-TEM-Abbildung von Ferritin-Proteinen,
die auf der ND-Oberflache adsorbiert wurden (einige Ferritine wurden
durch rote Pfeile gekennzeichnet). d) Nachweis von Ferritin durch die
signifikante Verringerung der Kohirenzzeit (T,).

4.3. NMR-Spektroskopie an einzelnen Molekiilen iiber
Diamantspins

Die Kernspinresonanz(NMR)-Spektroskopie ist eine der
leistungsstédrksten Bildgebungstechniken in den Lebenswis-
senschaften. Sie ermoglicht die Rekonstruktion von Protein-
strukturen iiber die Entschliisselung von Wechselwirkungen
zwischen Kernspins in komplexen Molekiilen.””! Die Emp-
findlichkeit konventioneller NMR-Techniken (basierend auf
der Induktionsdetektion) ist auf groBe Spinsysteme be-
schriankt. Es besteht allerdings ein wachsendes Interesse an
der Entwicklung neuer NMR-Detektionsmethoden. Die NV-
basierte Magnetometrie ist eine der vielversprechendsten
Entwicklungen auf diesem Forschungsgebiet.

Das magnetische Moment eines einzelnen Atomkerns ist
schwach und etwa 1000-mal geringer als das eines Elektrons.
In unmittelbarer Néhe eines NV-Zentrums (wenige Nano-
meter) kann aber schon ein einzelner Kernspin detektierbare
Felder in der Groenordnung von einigen Mikrotesla erzeu-
gen, die sogar die Ortsbestimmung einzelner Kernspins er-
moglichen.™ Die schwierigste Aufgabe bei NV-basierten
NMR-Experimenten ist die Positionierung des NV-Zentrums
in unmittelbarer Néhe des gewiinschten Molekiils unter
gleichzeitiger Beibehaltung langer Kohédrenzzeiten. Es ist
anzumerken, dass sich die Kohirenzzeit von NV-Defekten in
Gegenwart von aus parasitdren Spins an der Diamantgrenz-
fliche resultierendem Rauschen um GroBenordnungen ver-
bessern ldsst, indem Spinechos verwendet werden.’* Die
Optimierung solcher Echosequenzen ermoglicht eine Situa-
tion, in der ein wesentlicher Teil des Rauschens eliminiert
werden kann, aber der schmale spektrale Kanal fiir die Sen-
sorik weiterhin geoffnet bleibt. Vor wenigen Jahren gelang
die Detektion von NMR-Signalen in 100-nm*-Volumina der
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Fliissigprobe an der Diamantoberfliche™ und in einer mi-
krofluidischen Vorrichtung mit einer rdumlichen Auflosung
von unter 500 nm.” Fiir Feststoffproben mit langer Kohi-
renzzeit der Kernspins (Si* in Quarz und Kernspins, die iiber
Wasserstoffbriicken an der Diamantoberfliche gebunden
sind) reicht die Empfindlichkeit bereits fiir den Nachweis
eines einzelnen Kernspins innerhalb weniger Sekunden
Messzeit aus (Abbildung 6).5"!

1.65 nm

Abbildung 6. NMR-Spektroskopie von #*Si-Kernen mit einem stark ge-
koppelten Sensor. Links: Experimenteller Aufbau. Verdiinnte, unpolari-
sierte Kernspins in einer Silica-Schicht wechselwirken mit einem Elek-
tronenspin auf einer (100)-Diamantoberfliche, die mit optischer Mi-
kroskopie ausgelesen werden kann. Rechts: Der starke Kopplungsbe-
reich. Ein flaches NV-Zentrum in Diamant (2 nm unter der Oberfliche)
koppelt mit in der Nihe befindlichen Si-Kernen in einer Silica-Schicht
aufgrund der Hyperfeinkopplung. Die Konturlinien zeigen die Starke
der effektiven, von den Kernspins ausgehenden magnetischen Gradi-
enten. Wiedergabe aus Lit. [57] mit Genehmigung, Copyright Nature
Publisher Group.

Um die NV-basierte NMR-Technik auf die Strukturauf-
kldrung von Biomolekiilen anzuwenden, muss die spektrale
Auflosung des NV-Magnetometers verbessert werden, um
dipolare Kopplungen und chemische Verschiebungen erken-
nen zu konnen. Solch eine Verbesserung konnte einerseits
durch die Entwicklung neuer Messverfahren &hnlich zur
zweidimensionalen NMRP® und andererseits durch eine
Verbesserung der Kohidrenzzeit der NV-Zentren nahe der
Grenzflache erreicht werden. Vielversprechende neue Tech-
niken ermoglichen es inzwischen, das magnetische Rauschen
unter Verwendung neuer Verfahren zu entfernen, die im
Kontext der Quanteninformationsverarbeitung entwickelt
wurden.””!

4.4. Hyperpolarisation von Diamanten fiir die molekulare
Bildgebung

Die Kernspintomographie (MRT) ist eine der wichtigsten
Bildgebungstechniken in der Medizin. Aufgrund der lang-
welligen Radiofrequenzen der Photonen ist sie nicht durch
Streuungen limitiert und ermoglicht somit, Gewebe nicht-
invasiv abzubilden. Ein Hauptnachteil dieser Technik ist die
geringe Empfindlichkeit, die zum Teil auf die geringe Pola-
risation der Kernspins bei niedrigen Temperaturen zuriick-
zufiihren ist. Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass sich die
Empfindlichkeit der MRT durch die dynamische Kernspin-
polarisation (DKP) von NDs verbessern ldsst (Abbil-
dung 7).
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Abbildung 7. Hyperpolarisation von NV-Zentren in NDs fiir die Signal-
verstarkung in der MRT. a) Illustration des Prozesses der Hyperpolari-
sation durch NV-Zentren fiir die Signalverstirkung in der MRT. b) Ver-
gleich der Empfindlichkeit und Ortsauflésung von klinisch angewende-
ten Bildgebungstechniken und der hyperpolarisierten MRT. PET: Posi-
tronenemissionstomographie, SPECT: single-photon emission compu-
ted tomography, US: Ultraschall, CT: Computertomographie.
Verglichen mit herkémmlichen MRT-Systemen kénnten hyperpolarisier-
te ND-Proben die gleiche raumliche Aufldsung wie MRT, allerdings ge-
paart mit einer extrem hohen Empfindlichkeit fiir die molekulare Bild-
gebung, erreichen.

Ein zentrales Element dieses Polarisationsverfahrens ist
das optische Pumpen, das es ermdglicht, Elektronenspins von
NV-Zentren innerhalb weniger Mikrosekunden selbst bei
Raumtemperatur zu polarisieren (Hyperpolarisation). Diese
Polarisation kann iiber etablierte NMR-Verfahren, die auf
der Hartmann-Hahn-Resonanz,”? dem Solideffekt’®! oder
der Resonanz zwischen Elektronen- und Kernspins iiber
vermiedene Kreuzung von Energieniveaus!®® basieren, auf
Kernspins iiberfiihrt werden. Bislang ist die Polarisation von
NDs wegen der ungeordneten Orientierung der NV-Zentren
noch weitaus schwieriger als bei makroskopischem Diamant.
Allerdings konnten vor kurzem fortgeschrittene DKP-Ver-
fahren entwickelt werden, die diesen Aspekt bereits adres-
sieren®®! und sich in ersten Experimenten bewihrt haben.!

Der grofite Vorteil von NV-Defekten fiir die DKP betrifft
jedoch das optische Pumpen, das es ermdglicht, ein einzelnes
NV-Zentrum fiir die Polarisation einer Vielzahl von Kern-
spins auf einer duferst kurzen Zeitskala zu realisieren.'”!
Weiterhin konnen die Experimente bei geringen Feldern und
bei Raumtemperatur ohne EffizienzeinbuBlen durchgefiihrt
werden. Hyperpolarisierte NDs weise lange (mehr als eine
Minute) Relaxationszeiten®! auf, und fiir makroskopische
Diamanten konnten bei Raumtemperatur bereits Relaxa-
tionszeiten im Bereich von Stunden gemessen werden, was
fir Anwendungen in der MRT wichtig wire. Weiterhin er-
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moglichen NV-Defekte auch die Polarisation von externen
Kernspins, wenn diese sich nahe der Diamantoberfliche be-
finden,'® und ermoglichen so die Konstruktion von Durch-
flusszellen, in denen hoch polarisierte Molekiile in Volumina,
die sich fiir die NMR-Detektion eignen, gewonnen werden
konnten. )

4.5. Selbstorganisierte ND-Strukturen

Die skalierbare Realisierung von geordneten Strukturen
von NV-Zentren in Diamant bleibt eine zentrale Herausfor-
derung auf dem Weg zu einer effizienten Quanteninformati-
onsverarbeitung, Quantensimulation und Quantensensorik-
Anwendungen. Zwar sind bereits Techniken auf Basis von
implantierten NV-Zentren in makroskopischen Diamant-
kristallen oder Hybridbauteilen entwickelt worden, sie sind
aber durch die erreichbare rdaumliche Auflosung und durch
die technischen Schwierigkeiten in der Massenfertigung be-
grenzt. Ein neuer Ansatz fiir eine Anordnung von NV-Zen-
tren basiert auf den einzigartigen Moglichkeiten biologischer
Systeme zur prézisen Selbstorganisation und deren hoher
rdumlicher Auflosung, die bereits diskutiert und demonstriert
wurde.® Eine Realisierung von miteinander iiber biologische
Strukturen verbundenen NDs gelang durch die Synthese
kleiner ND-Komplexe mit SP1 (Stable Protein 1). Erste
Schritte zur Bildung regelméBiger Anordnungen von NDs auf
SP1-Arrays wurden bereits gemacht (Abbildung 8).! Ein
wichtiges Ergebnis auf dem Weg zum Aufbau geordneter ND-
Strukturen war die Bildung zahlreicher Dimere und Trimere
mit groBeren geordneten Strukturen, beispielsweise einem
Sieben-ND-Hexagon.

Fernab von periodischen 1D- und 2D-Mustern ermoglicht
das DNA-Origami-Verfahren, das auf der Faltung eines gro-

1D-Anordnung

6HB-

o Biotin- + Neutr-
Origami

Anker avidin

Nanodiamant
Genetisch modifiziertes
» SP1-Protein

o000

Abbildung 8. Selbstorganisation von NDs auf einem DNA-Origami-
Templat und einem Proteintemplat (SP1).
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Ben Einzelstrang-DNA-Molekiils durch zahlreiche kleinere,
so genannte ,,Stapelstrange“ beruht, die Bildung von kom-
plexen und prizise steuerbaren Strukturen, die von ape-
riodischen Arrays bis zu wirklichen dreidimensionalen Ar-
chitekturen reichen.!”) Basierend auf den selektiven Watson-
Crick-Basenpaarungen konnten prizise definierte 2D- oder
3D-DNA-Nanostrukturen entwickelt werden. Hybridanord-
nungen auf Grundlage von DNA-Nanostrukturen bieten eine
ideale Plattform, um die Entfernung sowie die orientie-
rungsabhingigen elektronischen und optischen Eigenschaf-
ten von Fluorophoren und Nanopartikeln zu untersuchen.
Bislang hat die geringe kolloidale Stabilitidt bei hohen Io-
nenstiarken, auch von beschichteten NDs, deren Verkniipfung
mit DNA-Nanostrukturen beschrdnkt. Vor kurzem wurde
eine biopolymerbasierte Beschichtung vorgestellt, mit der
sich NDs sogar bei hohen Ionenstirken effizient verkapseln
lassen und die eine hohe kolloidale Stabilitit verleiht, die fiir
die DNA-Anbindung essenziell ist (siehe Abschnitt 3.3). Mit
Vitamin H (Biotin) funktionalisierte und perfekt dispergierte
NDs konnten aufgrund der starken Wechselwirkung von
Biotin mit dem Protein Streptavidin genauestens in vordefi-
nierte 1D-, 2D- und 3D-Geometrien angeordnet werden
(Abbildung 8). Derartige Anordnungen bieten einzigartige
Moglichkeiten zur Herstellung selbstorganisierter Spingitter
oder plasmonverstarkter Spinsensoren sowie verbesserter
Fluoreszenzmarker.

5. Diamant-Sensorik in lebenden Systemen —
Fortschritte und Herausforderungen

Die Anwendung der Diamant-Sensorik fiir die Aufkli-
rung verschiedenster biologischer Fragen, beispielsweise zur
Struktur und Dynamik von Proteinen in lebenden Zellen, ist
ein aufstrebender neuer Forschungszweig. Uber die Vorteile
der traditionellen optischen Bildgebung hinaus konnten NDs
auch in lebenden biologischen Systemen als Sonden zum
Nachweis kleinster magnetischer Felder, von Kern- und
Elektronenspins, Driicken und Temperatur unter Verwen-
dung der in Abschnitt 4 beschriebenen Techniken mit nano-
skopischer und sogar atomarer Prizision angewendet wer-
den."*®! Aus diesem Grund sind Diamant-Magnetfeldsenso-
ren ein ausgesprochen vielversprechendes Mittel, um die
Struktur und Dynamik von Biomolekiilen in einer biologi-
schen Umgebung unter physiologischen Bedingungen aufzu-
kldren. Um dieses Fernziel zu erreichen, miissen allerdings
noch einige grofe Hiirden iiberwunden werden. In diesem
Abschnitt werden kurz die aktuellen Fortschritte bei NV-
Diamantmaterialien fiir biologische Anwendungen disku-
tiert, wobei das Potenzial und die Herausforderungen dieser
Technik hervorgehoben werden.

5.1. Biologische Vertrdglichkeit von NDs

Aufgrund ihres sehr stabilen Kohlenstoffgitters werden
Diamanten in der Regel als stabil, bioinert und biokompati-
bel betrachtet.””! Der Anwendungsbereich von Diamant-

Nanopartikeln fiir In-vitro- und In-vivo-Studien muss den-
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noch sorgfiltig untersucht werden, um ihre mogliche ,,Na-
notoxizitat“ (d.h. die Toxizitét infolge ihrer nanoskopischen
GroBe) zu ergriinden. Bis heute lassen zahlreiche In-vitro-
Zytotoxizitiatsstudien darauf schliefen, dass sich NDs bio-
vertriglicher verhalten als andere Nanomaterialien, wie
Kohlenstoffnanorohrchen sowie halbleitende oder metalli-
sche Nanopartikel, und bislang keine Zelltoxizitdt in ver-
schiedenen Zelllinien induzieren.”"! Langzeitstudien von NDs
in der Zellkultur zeigen weiterhin, dass NDs keine chromo-
somalen oder genetischen Schéden verursachen und sich
gleichmifBig in Tochterzellen verteilen, ohne die Teilung und
Differenzierung der Zellen zu beeintrichtigen.” Intensive
In-vivo-Studien an Méusen und Caenorhabditis elegans lassen
weiterhin auf eine vielversprechende Biokompatibilitit
schlieBen, ohne dabei in Lebertoxizitit, systemischen Ent-
ziindungen oder sonstigen nachteiligen Wirkungen auf die
Nachkommen zu resultieren.”

Kiirzlich wurde auf einige potenzielle Risiken von NDs
hingewiesen, wie das Auftreten einer erhohten Gesamtmenge
an reaktiven Sauerstoffspezies in humanen Hepatozyten,™
das Herbeifiihren leichter DNA-Schiddigungen in embryo-
nalen Stammzellen™ sowie die Langzeitakkumulation in der
Leber, der Milz und der Lunge im Zusammenspiel mit einer
langsamen Ausscheidung.”® Wie jedes andere nicht korper-
eigene Material konnen NDs abhéngig von den angewende-
ten Konzentrationen Nebenwirkungen in vitro und in vivo
hervorrufen. Auf der Grundlage der bislang veroffentlichten
In-vitro- und In-vivo-Studien gehoren NDs jedoch zu den
biokompatibleren Nanopartikeln mit einem vielverspre-
chenden Biosicherheitsprofil. NDs von unterschiedlicher
GroBe, mit verschiedenen Oberflichenmodifikationen und
Verabreichungswegen werden wahrscheinlich auch eine un-
terschiedliche Verteilung und potenzielle Nebenwirkungen
aufweisen. Aus diesem Grund muss die biologische Vertrig-
lichkeit von NDs sorgfiltig untersucht werden, wenn diese als
In-vivo-Sensoren profiliert werden sollen. Durch eine Ver-
besserung der Qualitdt der ND-Sensoren (beispielsweise
durch eine GrofBenoptimierung, Verengung der ND-Gro-
Benverteilungen, Verbesserung der Kolloidstabilitit unter In-
vivo-Bedingungen sowie Funktionalisierung der ND-Ober-
fliche) werden NDs bereitstehen, die sich fiir die jeweiligen
In-vitro- und In-vivo-Anwendungen optimal eignen.

5.2. ND:s fiir den Wirkstofftransport

Die gegenwirtig am meisten beforschten Anwendungen
von NDs in biologischen Systemen konzentrieren sich
hauptsidchlich auf den Transport von Wirkstoffen. Als Trager
von Wirkstoffen weisen NDs zahlreiche Vorteile auf, da sie
sich durch Fluoreszenz nachweisen lassen und weil ihre
Oberflachenfunktionalisierung die Beladung mit verschiede-
nen Wirkstoffen sowie die Anheftung von Signalmolekiilen
fiir die zellspezifische Anbindung erleichtert. Die erste Ge-
neration von ND-Wirkstofftransportern wurde durch eine
einfache Adsorption der lipophilen Wirkstoffmolekiile auf
der Oberfliche der NDs erzielt.”” Diese ND-Wirkstoff-
Komplexe bestanden aus 4-6 nm groflen primdren ND-De-
tonationspartikeln, die sich in Losung in 100-200 nm grofie
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Aggregate zusammenlagern, die in der Lage sind, grofere
Mengen an Wirkstoffen aufzunehmen und deren Blutzirku-
lationszeit, Plasma-Halbwertszeit sowie Verweildauer im
Tumorgewebe deutlich zu verbessern.”””® Verschiedene
Krebswirkstoffe wurden auf diese Weise transportiert.”””!
Auferdem gab es Fortschritte bei der gezielten Ansteuerung
von Tumorzellen in einem gerichteten Wirkstofftransport, der
kontrollierten Freisetzung von Wirkstoffen, der intrazellulé-
ren Verfolgung von Verbleib und Transport sowie der Ver-
meidung von Chemoresistenz.?***! Die Herstellung stabiler
und definierter Nanopartikel mit schmalen GrofBenvertei-
lungen ist mit dieser Methode allerdings anspruchsvoll, was
die Risiken unspezifischer Wechselwirkungen mit Plasma-
proteinen sowie unvorhersehbarer Nebenwirkungen er-
hoht.®1 ND-Transporter der zweiten Generation konnten
durch Oberflichenmodifikationen von einzelnen ND-Parti-
keln mit stabilisierenden Polymeren,™ Wirkstoffmolekii-
len,®®! wie dem Antikrebsmittel Doxorubicin (DOX),*"
sowie Platinkomplexen!®! erzielt werden, die kovalent an die
NDs gebunden wurden. Hierbei zeigten einige sogar eine
Stimulus-induzierte Freisetzung des Wirkstoffs.[5*®>#+51 Unter
all diesen kovalenten Modifikationen erwies sich eine Poly-
glycerinhiille®™*! als besonders vielversprechend, da sie die
ND-Stabilitdt deutlich erhoht und somit vielseitige Perspek-
tiven bietet, vor allem fiir die Verbesserung des Transports
von hydrophilen Wirkstoffen, z.B. von Platinkomplexen, da
keine Agglomeration in Sdugerzellen beobachtet wurde. Al-
lerdings besteht nach wie vor die schwierige Aufgabe, nach
Beladung mit hydrophoben Wirkstoffen eine ausreichende
kolloidale Stabilitit beizubehalten.”™ Vor kurzem haben wir
den Transport von Wirkstoffen durch NDs untersucht, die
eine Albumin-Biopolymerbeschichtung aufwiesen. Diese
zeigten, wie in Abschnitt 3.3 dargelegt, eine ausgezeichnete
Stabilitdt unter biologischen Bedingungen. Wirkstoffmole-
kiile wurden kovalent an das Albumingeriist iiber einen
siurelabilen Linker konjugiert.”” Sogar nach einer hohen
Beladung mit hydrophoben Wirkstoffen zeigten die so er-
haltenen ND-Wirkstoff-Konjugate eine auflerordentliche
Stabilitdt in biologischen Fliissigkeiten ohne detektierbare
Aggregatbildung. Erste In-ovo-Daten mit Brustkrebs-Xeno-
transplantaten auf chorioallantoischen Membranen von
Hiithnerembryos (CAM) zeigten ebenfalls eine verbesserte
Wirkung an den Tumoren, die nach Behandlung mit den ND-
Wirkstoff-Konjugaten eine geringere GroBe aufwiesen.
Alle diese Versuche lassen darauf schlieBen, dass die Ober-
flichenbeschichtung und Modifikation von NDs eine wirk-
same Strategie ist, um NDs als effiziente Wirkstofftransporter
zu etablieren (Abbildung 9).

5.3. Potenzial und Herausforderungen der Diamant-Sensorik in
biologischen Systemen

Die oben diskutierte Evaluation der biologischen Ver-
triaglichkeit und die Studien zum Wirkstofftransport unter-
streichen das Potenzial des Einsatzes von NDs in lebenden
biologischen Systemen. Weiterhin wurden in den vorigen
Abschnitten die einzigartigen Moglichkeiten der Quanten-
sensorik auf Basis von NV-Zentren vorgestellt.
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Abbildung 9. ND-basierte Wirkstofftransporter. a) Vergleich von ver-
schiedenen ND-basierten Wirkstofftransportstrategien. Detonations-
NDs bilden Aggregate, die Wirkstoffmolekiile adsorbieren kénnen und
ferner eine unkontrollierte Freisetzung der Wirkstoffe ermégli-

chen 72777871 Nicht beschichtete HPHT-NDs mit kovalent verkniipf-
ten Wirkstoffen neigen hiufig zur Aggregatbildung in biologischen Sys-
temen > polymerbeschichtete HPHT-NDs erméglichen die Bela-
dung von Wirkstoffmolekiilen in der Polymerhiille und eine Stimulus-
induzierbare Wirkstofffreisetzung.?****! b) Konfokale Fluoreszenzmikro-
skopie in lebenden Zellen von DOX, das kovalent an HPHT-NDs ange-
bunden wurde.! Kreis 1 hebt eine reprasentative Emission in der Zel-
le hervor, die tiberlappende Emissionsspektren der NV-Zentren und
DOX-Wirkstoffe aufweist. Nach dem Bleichen mit Laserlicht kann die
DOX-Emission geldscht werden, sodass die unter diesen Bedingungen
stabile Fluoreszenz der NV-Zentren deutlich beobachtet und aufge-
nommen werden kann. Die kreisféSrmigen Markierungen 2 und 3 zei-
gen die Fluoreszenzspektren im Cytosol und im Kern, die ausschlief2-
lich die Emission von DOX aufweisen, was auf die Freisetzung der
DOX-Wirkstoffe vom ND-Triger schlieRen lisst.

Die Kombination dieser Vorteile macht NDs zu vielver-
sprechenden Kandidaten als die kleinsten Sensoren zur Er-
fassung geringster Magnetfelder und Elektronenspins in vitro
und schlieBlich auch in vivo in lebenden Zellen als nicht-in-
vasive Nanosensoren zur Untersuchung der Struktur und
Dynamik von Biomolekiilen in ihren natiirlichen Umgebung.
Obwohl dieses Forschungsgebiet gerade erst erschlossen
wird, gibt es bereits einige Beispiele fiir das einzigartige Po-
tenzial von ND-Quantensensoren. Die magnetische Reso-
nanz von einzelnen, fluoreszenten NDs kann optisch in le-
benden Hela-Zellen detektiert werden, wobei ihr Ort, ihre
Orientierung, ihre Spinzustdnde und ihre Spin-Kohédrenzzei-
ten mit nanoskaliger Prizision ausgelesen wurden.*™ Die
Energien der Spinzustidnde in einzelnen NV-Zentren wurden
dabei zur Identifizierung und Verfolgung der NDs mit iden-
tischer Fluoreszenz genutzt. Zudem konnen die Messungen
der Kohirenzzeiten Informationen iiber Anderungen in der
lokalen Umgebung liefern und damit einzigartige Einblicke
in intrazelluldre Prozesse geben. Ein erfolgreiches Beispiel ist
die ND-basierte, hochempfindliche Thermometrie auf der
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renzzeiten des NV-Zentrums. Zudem hingt in einem ver-
schwindenden externen Magnetfeld die prizise Position der
magnetischen Resonanz von der Temperatur ab und kann
daher zur Bestimmung von lokalen Temperaturdnderungen
genutzt werden (siche Abbildungen 1 und 10). Mithilfe dieser
Technik ist es moglich, die lokale Temperatur in einer le-
benden Zelle mit einer Auflosung von 200 nm zu messen.*!
Analoge Ideen versprechen weiterhin, kleinste Kréfte in
Zellen und Proteinen zu detektieren. )

Optisch detektierte
magnetische Resonanz (b)
m Einzelmolekiil(ODMR}

ND mit NV-Zentrum

Abbildung 10. lllustration der ND-Quantensensorik in lebenden Zellen.
a) Der Versuchsaufbau. b) Abbildung von NDs mit NV-Zentren mittels
konfokaler Fluoreszenzmikroskopie in lebenden Zellen (griine Punkte).

Wenn hingegen ein externes magnetisches Feld in der
biologischen Probe angewendet wird, hdngen die Spin-Ko-
hidrenzzeiten der NV-Zentren von der magnetischen Umge-
bung ab, was im Prinzip die magnetische Abbildung von
Proteinen in vitro”””! und sogar in lebenden Zellen ermogli-
chen wiirde. Als ein erstes Beispiel konnten die Magnetoso-
men abgebildet werden, die in magnetotaktischen Bakterien
produziert werden. Die Bildgebung konnte iiber die optische
Detektion der magnetischen Resonanz von NV-Zentren er-
folgen, die auf der Oberfldche eines Diamant-Chips implan-
tiert werden.®”] Weiterhin konnten NV-Zentren, wie in Ab-
schnitt 4.2 beschrieben, Elektronenspins in einer biologischen
Umgebung detektieren. Wenn solch eine Elektronenspin-
Markierung in das entsprechende Biomolekiil von Interesse
eingefiigt wird, konnte diese Technik die Detektion und
Analyse des Biomolekiils mit NV-Zentren in einem lebenden
System mit Einzelmolekiilempfindlichkeit ermdoglichen.
Weiterhin konnte die Einzelmolekiil-NMR-Technik, die in
Abschnitt 4.3 beschrieben wurde, sogar die Detektion von
Kernspins erlauben, wodurch ein tieferes Verstdndnis von
zelluldren Reaktionen in Echtzeit, sogar in lebenden Zellen,
erzielt werden konnte. Die Erkennung von Kernspins ist an-
spruchsvoller als die von Elektronenspins, da sich die Kern-
spins wegen ihres hoheren Rauschens in einem biologischen
System wie auch wegen ihres schwachen magnetischen Mo-
ments in sehr grofer Ndhe zu den NV-Zentren befinden
miissen. Wie in Abschnitt 4.3 dargestellt, wird in diesem Zu-
sammenhang gegenwiértig eine Reihe von vielversprechenden
Losungsansitzen verfolgt. Wir erwarten, dass die Hyperpo-
larisationstechnik auf Basis von NV-Zentren zukiinftig eine
ultrahochauflésende MRT, wie in Abschnitt 4.5 beschrieben,
ermoglichen wird. Die bisherigen Studien konnten die gene-
relle Realisierbarkeit von kontrollierten NV-Zentren als
Einzelspinsonden fiir die nanoskalige Magnetometrie in bio-
logischen Systemen nachweisen, sodass eine Vielzahl von
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neuen Moglichkeiten fiir die quantenbasierte Bildgebung in
den Lebenswissenschaften denkbar wird.

Es sollte betont werden, dass noch zahlreiche Schwierig-
keiten zu iiberwinden sind, bevor diese Ideen vollstindig
umgesetzt werden konnen. Die hohe Empfindlichkeit des
NV-Sensors, die es ermdglicht, winzigste Signale aufzuzeich-
nen, impliziert auch, dass der Sensor leicht durch eine Viel-
zahl von Rauschquellen gestort wird, beispielsweise durch
Kern- und Elektronenspins, Ladungen und Radikale in un-
geordneter Bewegung, die intrinsisch in biologischen Syste-
men vorhanden sind. Dariiber hinaus ist der ND-Sensor nicht
stationdr und wird sich bewegen und drehen, was zu einer
Randomisierung der Signale fiithrt. Losungen fiir diese Pro-
bleme werden derzeit in Physiklabors entwickelt (siche Ab-
schnitt 4). Die entsprechenden Verfahren werden aber si-
cherlich angepasst und auf biologische Umgebungen iiber-
tragen werden miissen, um ihre Anwendung zunéchst in vitro
und schlieBlich in vivo zu ermoglichen. Obwohl all diese
Aufgaben sicherlich anspruchsvoll sind, konnte die aktuelle
Forschung bislang keine grundlegenden Einschrdnkungen in
diese Richtung finden. Daher ist zu erwarten, dass eine ganze
Reihe von Anwendungen der ND-Sensorik in der Biologie
realisierbar sein wird. Danach wird ihre Leistung im Ver-
gleich zu derjenigen etablierter Techniken im Detail bewertet
werden konnen, um Anwendungsbereiche zu identifizieren,
in denen die aktuellen Techniken iibertroffen werden und ein
neuer Zugang zur Beobachtung biologischer Phinomene er-
offnet wird.

6. Zusammenfassung

Der Nachweis und die Analyse der Struktur, Dynamiken
und Wechselwirkungen einzelner Molekiile unter nativen
Bedingungen mit hoher Empfindlichkeit und einer rdumli-
chen Auflosung im Nanometerbereich ist eine wesentliche
Aufgabe mit grolen Auswirkungen auf die moderne Wis-
senschaft und Technologie. Das NV-Zentrum in Diamant
ermoglicht 1) nicht-bleichende Fluoreszenzmessungen fiir die
superauflosende  Fluoreszenzmikroskopie, 2) Elektronen-
spin- und Kernspindetektion mit grofem Potenzial fiir eine
atomare Auflosung unter Umgebungsbedingungen sowie
3) eine Hyperpolarisation durch einfaches optisches Pumpen,
um die Empfindlichkeit der MRT zu erhohen. Dartiber hin-
aus konnen in Diamant-Nanopartikeln von bis zu 2 nm GroBe
stabile NV-Zentren implantiert werden, was eine Sensorik im
Nanometerbereich auf Einzelmolekiilebene ermdglichen
wiirde. Weiterhin konnen NDs mit Biomolekiilen funktiona-
lisiert werden und in biologische Systeme eindringen, wo sie
eine vielversprechende Biokompatibilitdt aufweisen. Daher
konnte die Quantensensorik mit NV-Zentren auch auf Zellen
iibertragen werden, um dort eine Sensorik im Nanobereich, ja
sogar in lebenden Zellen, zu ermoglichen. Theoretische und
quantenoptische Studien haben bereits die Stdrke der
Quantensensorik in vitro nachgewiesen, und einige wegwei-
sende Studien konnten bereits das grofle Potenzial fiir die
nanoskalige Sensorik in lebenden Zellen aufzeigen. Wir
denken, dass sich die ND-basierte Quantensensorik dank
ihrer vielfdltigen Moglichkeiten zu einer wegweisenden Me-
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thode fiir die Bildgebung im weiten Feld der Lebenswissen-
schaften entwickeln wird und einen beispiellosen Zugang und
Einblick in die Struktur, Dynamik und Funktion einzelner
Biomolekiile unter physiologischen Bedingungen bieten wird.
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