W) Check for updates

GDCh
=

Upconversion-Nanopartikel

Strategie zur Beschichtung von hydrophoben Nanopartikeln mit einer
Doppelschicht fiir kolloidale Stabilitat, Funktionalitat und
Oberflachenschutz in biologischen Medien

Angewandte
Chemie
www.angewandte.org

Zitierweise: Angew. Chem. Int. Ed. 2023, 62, e202305165
doi.org/10.1002/anie.202305165

Forschungsartikel

Alexandra Schroter, Carla Arnau del Valle, Maria J. Marin,* und Thomas Hirsch*

e D

Abstract: Die Oberflichenchemie von Nanopartikeln ist ein wichtiger Schritt auf dem Weg vom Partikeldesign zur
Anwendung in biologisch relevanten Umgebungen. Hier wird eine auf einer Doppelschicht (Bilayer) basierende
Strategie fiir die Oberfldichenmodifikation von hydrophoben Nanopartikeln vorgestellt, die diesen eine ausgezeichnete
kolloidale Stabilitdt in wéssriger Umgebung und einen guten Schutz gegen Auflosung verleiht und gleichzeitig eine
Oberflachenfunktionalisierung durch einfache Carbodiimid-Kopplungschemie ermoglicht. Wir haben das herausragende
Potenzial dieser Strategie anhand von Upconversion-Nanopartikeln (UCNPs) demonstriert, die urspriinglich mit Oleat
beschichtet und daher nur in organischen Losungsmitteln dispergierbar waren. Die hydrophobe Oleatbeschichtung bleibt
dabei erhalten und bildet nach Zugabe von weiterem Oleat eine Doppelschicht. Dieser Ansatz schiitzt vor Lumineszenz-
l6schung durch Wassermolekiile, wihrend der Einbau zusitzlicher Molekiile mit Aminogruppen in die Doppelschicht
deren kolloidale Stabilitdt erhoht und die Funktionalisierbarkeit erleichtert. Die biologische Relevanz des Ansatzes
wurde durch die Verwendung von zwei Modellfarbstoffen gezeigt, einem Photosensibilisator und einer Stickoxid- (NO-)
Sonde, die, wenn sie an die Oberfliche der UCNPs gebunden sind, ihre Funktionalitit zur Erzeugung von Singulett-
Sauerstoff bzw. zum Nachweis von intrazelluldirem NO beibehalten. Wir stellen eine einfache und schnelle Methode zum
Schutz und zur Funktionalisierung von anorganischen Nanopartikeln in biologischen Medien vor, die fiir die

\kontrollierte Oberflachengestaltung von Nanomaterialien fiir theranostische Anwendungen wichtig ist. )

Einleitung

Nanomaterialien sind fiir das Aufspiiren von Biomakromo-
lekiilen nicht nur wegen ihrer auergewohnlichen physika-
lisch-chemischen Eigenschaften attraktiv, sondern auch we-
gen ihrer dhnlichen Grofle. Ein groBes Oberflichen-zu-
Volumen Verhéltnis ist fiir die Funktionalisierung mit Re-
zeptoren, Sensoren oder Medikamenten von Vorteil.l!
Gleichzeitig stellt diese Eigenschaft aber auch die grofBte
Herausforderung fiir Nanomaterialien dar, da sie die Ten-
denz zur Agglomeration extrem erhohen.!! Daher sind
Funktionalisierungsstrategien erstrebenswert, die die Parti-
kel in biologischer Umgebung vor Agglomeration schiitzen
und es dennoch ermoglichen, die Partikeloberflache gezielt
mit verschiedenen Molekiilen zu modifizieren.”
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Upconversion-Nanopartikel (UCNPs) wandeln energie-
armes Licht im nahen Infrarot (NIR) in energiereicheres
sichtbares oder UV-Licht um. Sie basieren in der Regel auf
NaYF, Kristallgittern, die mit dreiwertigen Lanthanoid-
Ionen dotiert sind. In den meisten Fillen wird ein System
aus zwei Lanthanoid-Ionen verwendet, einem Sensibilisator-
Ion mit starker NIR-Absorption (z.B. Yb*", Nd*") und
einem Aktivator-Ion, welches eine Vielzahl von Energieni-
veaus aufweist, die durch die sequenzielle Absorption von
mehreren Photonen besetzt werden (z.B. Er'*, Tm**, Ho'").
Die Ubertragung der Energie von zwei oder mehr Photonen
von den Sensibilisator-Ionen auf ein Aktivator-Ion ermog-
licht den Upconversion-Prozess.! Zur Bildung hexagonaler,
monodisperser UCNPs sind hohe Temperaturen erforder-
lich, weshalb Syntheseprotokolle unter Verwendung tempe-
raturstabiler Seltenerd-Oleate in hochsiedenden organischen
Losungsmitteln entwickelt wurden. Folglich sind die entste-
henden Oleat-stabilisierten Partikel hydrophob und daher
nur in organischen Losungsmitteln dispergierbar.’! Das
Gleiche gilt fiir viele andere Nanosonden, unabhingig
davon, ob sie lumineszierend (z.B. Quantenpunkte) oder
magnetisch (z.B. superparamagnetische Eisenoxidpartikel)
sind. Bislang wurden viele Strategien vorgeschlagen, um den
Transfer in eine wiassrige Umgebung auf elegante Weise zu
erleichtern.[*” UCNPs, die fiir biomedizinische Anwendun-
gen bestimmt sind, sollten kolloidale Stabilitdt aufweisen
und das Potenzial haben, mit Rezeptoren oder Reportermo-
lekiilen oder mit therapeutischen Wirkstoffen funktionali-
siert zu werden.”
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Die einfachste Strategie zur Partikelmodifizierung ba-
siert auf dem Ligandenaustausch, bei dem das Oleat zu-
néchst in Gegenwart von Nitrosyltetrafluoroborat oder Sau-
re entfernt wird, wihrend der gewliinschte Ligand in einem
zweiten Modifizierungsschritt hinzugefiigt wird."! Diese Me-
thode hat groBe Popularitit erlangt, da sie eine Vielzahl von
Liganden verwenden kann, die von kleinen Molekiilen bis
zu groBen Polymeren reichen.”'” Trotz des groBen Charmes
ihrer Einfachheit hat diese Methode einen Nachteil: Es ist
fast unmoglich, die Oberfliche des Partikels durch den
Ligandenaustausch ausreichend zu schiitzen, d.h. so voll-
standig zu bedecken, dass spiter keine weitere, unerwiinsch-
te Bindung anderer in der Losung vorhandener Molekiile
moglich ist. Molekiile mit funktionellen Gruppen wie —SO,,
—COOH, —NH, oder —H,PO; besetzen freie Bindungsstellen
oder verdriangen sogar Liganden, was neben einer verdnder-
ten Funktionalitdit auch zu Partikelaggregation fiithren
kann.['" Wassermolekiile konnen an die schwach geschiitz-
te Partikeloberfldche diffundieren, was den Upconversion-
Effekt aufgrund von Quenching- oder Partikelauflosungsef-
fekten stark beeintrichtigt.l*!*'* Diese Nachteile wurden
mit Ligandenmodifikationen iiberwunden, bei denen der
Oleatligand auf der Partikeloberfldche verbleibt und eine
amphiphile Beschichtung, z.B. amphiphile Polymere, hinzu-
gefiigt wird, um die Wasserdispergierbarkeit zu verbessern
und gleichzeitig eine hydrophobe Barriere zu schaffen, die
die Partikeloberfliche vor Quenching und Auflésung
schiitzt."™ Die Herstellung solcher geschiitzten Systeme ist
in der Regel zeitaufwindig, da viele Parameter sorgfiltig
optimiert werden miissen, um eine unerwiinschte Vernet-
zung des Polymers zu verhindern, die zu einer Aggregation
der Partikel fiihren konnte.™ Alternativ konnen Phospholi-
pide als Amphiphile verwendet werden, um biokompatible,
helle und kolloidal stabile UCNPs zu erhalten; diese Metho-
de ist jedoch ebenfalls mithsam, teuer und fithrt héufig zu
einer geringen Ausbeute.

Als Alternative stellen wir eine schnelle und einfache
Methode zur Oberflichenmodifizierung vor, die Nanoparti-
kel in wéssrigen Medien dispergiert, eine helle Upconversi-
on-Lumineszenz und kolloidale Stabilitdt gewéhrleistet und
eine einfache weitere Funktionalisierung erméglicht (Abbil-
dung 1). Das Verfahren beginnt mit oleatbeschichteten

Na-Oleat

Dodecylamin

UCNP

Forschungsartikel

UCNP

Angewandte
Chemie

UCNPs beliebiger Grofe zwischen 10 und 50 nm, die in
einem organischen Losungsmittel dispergiert sind. Die Parti-
kel werden dann in eine wéssrige Suspension von Natrium-
oleat und Dodecylamin gegeben, in der die amphiphilen
Molekiile unter milden Bedingungen (1h, 60°C) mit den
hydrophoben Alkylketten auf der Partikeloberfldche wech-
selwirken und eine Doppelschicht formen. Die Zugabe von
Dodecylamin bei der Bildung der Doppelschicht ermoglicht
eine spatere Funktionalisierung.

Ergebnisse und Diskussion

Oleatbeschichtete UCNPs (UCNPs@Oleat) des Typs
NaYbF,(20 %Er)@NaYF, mit einem Durchmesser von
(23.3+1.7) nm (Abbildungen 2a und S1) wurden nach ei-
nem zuvor verdffentlichten Protokoll synthetisiert.'”! Die
zundchst in Cyclohexan dispergierten UCNPs@Oleat
(31.2mgmL"") wurden zu einer wissrigen Mischung aus
Natriumoleat (50 mgmL™") und Dodecylamin (15 mgmL™
in DMSO) gegeben. Der Transfer der UCNPs@Oleat aus
der organischen Phase in die wissrige Phase erfolgte inner-
halb von Sekunden, wie die Kontrolle der Upconversion-
Lumineszenz bei Anregung mit einem NIR-Handlaser be-
stitigte. Die anfianglich leicht triibe Losung wurde nach der
Verfliichtigung des Cyclohexans klar, was darauf hindeutet,
dass die Partikel von den amphiphilen Molekiilen umhiillt
wurden und daher in der wissrigen Phase stabil waren.
Wurden die UCNPs@Oleat dagegen in Wasser ohne amphi-
phile Molekiile gegeben, agglomerierten die Partikel und
setzten sich ab. Nach der Partikel-Aufreinigung bestitigen
Transmissionselektronenmikroskopie ~ (TEM)-Aufnahmen
auf negativ eingefdrbten Gittern die Bildung einer einheitli-
chen Doppelschicht (Abbildung 2b). Ein hydrodynamischer
Durchmesser von (36.4+0.6) nm (Polydispersitdtsindex
(PDI)=0.147 £0.006) beweist, dass sich keine Mizellen mit
mehreren Einzelpartikeln gebildet haben (Abbildung 2c).
Bei einem Wechsel des Losungsmittels von einem organi-
schen zu einem wissrigen Medium werden in der Regel viel
geringere Upconversion-Lumineszenzen beobachtet.? Hier
jedoch blieben 65% der Upconversion-Lumineszenz der
UCNPs@Oleat in Cyclohexan nach dem Ubergang in Was-
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Abbildung 1. Strategie der Partikelmodifikation: Transfer von oleatbeschichteten UCNPs aus einer unpolaren Umgebung in eine wéssrige
Umgebung durch Bildung von Doppelschichten mit der Méglichkeit einer weiteren Funktionalisierung.
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Abbildung 2. a) TEM- Aufnahme und entsprechende PartikelgréfRenverteilung von NaYbF,(20 %Er) @NaYF, (UCNPs@Oleat). b) TEM-Aufnahme
der gleichen UCNPs nach der Bildung der Doppelschicht (UCNPs@Bilayer). Das TEM-Gitter wurde mit Phosphorwolframsiure negativ gefarbt.

c) DLS von UCNPs@Bilayer in H,O. d) Upconversion-Lumineszenz von UCNPs@Oleat in Cyclohexan, UCNPs@Bilayer in H,O und UCNPs@BF,~
in H,0, wobei das Oleat durch Ligandenaustausch entfernt wurde.”” Alle gezeigten Oberflichenmodifikationen wurden mit der gleichen Charge
NaYbF,(20 %Er) @NaYF, durchgefiihrt, die in (a) charakterisiert wurden. Die Spektren (Ao, =980 nm bei 140 W cm?) wurden auf die mittels ICP-
OES bestimmte Massenkonzentration normiert (weitere Einzelheiten siehe Hintergrundinformationen).

ser erhalten (Abbildung 2d). Im Gegensatz dazu behielten
die ungeschiitzten UCNPs (UCNPs@BF,”) in Wasser nur
22 % ihrer urspriinglichen Upconversion-Lumineszenz.

Dies bestitigt die aulergewohnliche Fahigkeit der Dop-
pelschichtstrategie, die Partikeloberfliche wirksam vor dem
Losungsmittel zu schiitzen. Um zu beweisen, dass diese
Doppelschichtmodifikation auch fiir die Langzeitlagerung
geeignet ist, wurden die Partikel gefriergetrocknet und nach
erneuter Dispersion in Wasser charakterisiert. Die Ergebnis-
se der dynamischen Lichtstreuung (DLS) bestitigten, dass
die UCNPs monodispers blieben (Abbildung S2). Die
UCNPs@Bilayer wiesen ein negatives Zetapotenzial von
(—57+4) mV auf und zeigten eine gute kolloidale Stabilitéit
in Zellmedien und in Gegenwart einer hohen Ionenstéirke
(Abbildung S3). Unter physiologischen Bedingungen wurde
eine signifikante Agglomeration nur in Gegenwart hoher
Ca’" Konzentrationen (1.8 mM) beobachtet. Dies ist hochst-
wahrscheinlich auf den zweiwertigen Charakter des Ions
und den dadurch bedingten stirkeren Einfluss auf die
kolloidale Stabilitdt zuriickzufilhren. Im Vergleich zum
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ebenfalls divalenten Mg?* zeigt Ca’" eine schwiichere Ten-
denz zur Bildung von Hydrathiillen und damit eine hohere
Reaktivitidt gegeniiber Gegenionen wie dem Oleat an der
Oberfliche der Nanopartikel.['”

Der Einbau organischer Molekiile ist hédufig erforderlich,
um den Partikeln zusitzliche Funktionalitit zu verleihen
und damit ihre Anwendbarkeit zu verbessern. Dies sollte
ohne Verlust der kolloidalen Stabilitédt erreicht werden. Da
sowohl Carboxyl- als auch Aminogruppen auf den
UCNPs@Bilayer vorhanden sind, kann die Carbodiimid-
Kopplungschemie leicht angewendet werden (Abbildung 3).

Die Kopplung einer Carboxylgruppe an die UCNPs
wurde exemplarisch anhand des Photosensibilisators Rose
Bengal (RB) demonstriert. Ein RB-NHS-Ester-Derivat wur-
de hergestellt und mit der UCNPs@Bilayer umgesetzt (Ab-
bildung 3, oben). Die Partikel wurden durch Zentrifugation
gereinigt, um ungebundene RB-NHS-Estermolekiile zu ent-
fernen.

Insbesondere fiir FRET-basierte Nanosysteme ist es
wiinschenswert, die Farbstoffbeladung der UCNPs-Oberfli-
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Abbildung 3. Auf Carbodiimid-Kopplungschemie basierende Strategien zur Funktionalisierung von UCNPs@Bilayer mit organischen Farbstoffen,

die eine Carboxygruppe (oben) oder eine Aminogruppe (unten) enthalten.

che zu kontrollieren. Die Herausforderung besteht darin,
einen Kompromiss zwischen ausreichender Signalintensitét
und Selbstloschung bei zu hohen Konzentrationen zu finden.
Die Vielzahl der bisher in der Literatur beschriebenen
Strategien zur Oberflichenmodifizierung erlauben nur eine
geringe Kontrolle dieser Eigenschaft.'! Im Falle der Modi-
fizierung von Doppelschichten konnen zwei Strategien ver-
folgt werden, um die Farbstoffmenge einzustellen: (1) Varia-
tion des Verhiltnisses von UCNP:Farbstoff im
Kopplungsprotokoll oder (2) Kontrolle des Verhiltnisses
von Natriumoleat: Dodecylamin wéhrend der Doppel-
schichtbildung. Bei der Bindung von RB an die UCNP
wurde die Moglichkeit, die Menge des Farbstoffs auf dem
Partikel durch Variation des Verhiltnisses von UCNP zu
RB im Kopplungsschritt zu steuern, durch Absorptionsmes-
sungen bestitigt (Abbildung 4). Die kolloidale Stabilitét der
Partikel wurde durch die Bindung des organischen Farb-
stoffs nicht beeintrichtigt, da nur eine leichte Zunahme des
hydrodynamischen Durchmessers bei den Partikeln mit der
hochsten Anzahl an gebundenen Farbstoffmolekiilen beob-
achtet wurde (Abbildung S4a). Beim Vergleich der Systeme,
die unterschiedliche Mengen an RB enthielten, wurde kein
deutlicher Unterschied bei den Lumineszenzmessungen un-
ter 980 nm Anregung festgestellt. Dariiber hinaus deutet die
Emission von RB bei etwa 600 nm auf einen strahlenden
oder strahlungslosen Energietransfer von UCNP zu RB
entweder iiber FRET oder Reabsorption hin (Abbil-
dung S4b).

Es wurden verschiedene UCNPs@Bilayer Systeme mit
unterschiedlichen Anteilen an Dodecylamin (5%, 10 %,
15 %, 20 %) und der jeweils zugesetzten konstanten Menge
an aktiviertem RB synthetisiert, um zu untersuchen, ob RB
kovalent an die Aminogruppen in der Doppelschicht gebun-
den und nicht nur zwischen den amphiphilen Molekiilen
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interkaliert ist. Der Anstieg der Absorption von RB mit
hoheren Mengen an Dodecylamin deutet darauf hin, dass
eine Bindung des Farbstoffs an die Aminogruppen stattfin-
det (Abbildung S5a). Diese Ergebnisse belegen auch, dass
der Grad der Funktionalisierung leicht iiber den Amingehalt
in der Doppelschicht eingestellt werden kann. Eine optimale
kolloidale Stabilitit wurde jedoch fiir UCNPs@Bilayer mit
10 mol % Dodecylamin gefunden (Abbildung S5b).

Die Zahl der organischen Farbstoffe und Molekiile mit
potenziellen pharmakologischen Eigenschaften, die endstédn-
dige Aminogruppen enthalten, ist grof3, so dass die Erweite-
rung der Anwendung der UCNPs@Bilayer zur Unterstiit-
zung dieser Art von Molekiilen von grofiter Bedeutung ist.
In einer Machbarkeitsstudie wurde die Doppelschicht unter
Verwendung von aktiviertem Oleat (Oleat-NHS-Ester) zu-
sammen mit nicht aktiviertem Oleat und einem Aminderivat
des Stickstoffmonoxid (NO)-empfindlichen Farbstoffs
DANPY-NO gebildet,” der hier als NO-Sonde bezeichnet
wird (Abbildung 3, unten). Diese {iber zwei Photonen anreg-
bare molekulare Sonde hat sich fiir den Nachweis von NO
in einem breiten Spektrum von Zellen, einschlieBlich
menschlicher Makrophagen und Endothelzellen, hervorra-
gend bewihrt.’*? Die Funktionalisierung der UCNPs@Bi-
layer mit der NO-Sonde, motiviert durch das Potenzial,
welches eine NIR-anregbare ratiometrische Nanosonde fiir
biologische Anwendungen haben konnte, wurde durch eine
Kopplungsreaktion mit zuvor Carbodiimid-aktivierten Ole-
atmolekiilen (1 mol % des gesamten Oleats) erreicht, die
wiahrend der Doppelschichtbildung vorhanden waren. Die
resultierenden UCNPs@Bilayer-NO-Sonde weisen eine mo-
nodisperse GroBenverteilung mit einem hydrodynamischen
Durchmesser von (36+2)nm auf (Abbildung S6a). Ein
Kontrollexperiment, bei dem eine NO-Sonde dem Reakti-
onsgemisch ohne Voraktivierung des Oleats zugesetzt wur-
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Abbildung 4. a) Extinktionsspektren und berechnete Anzahl von RB-
Molekiilen pro Nanopartikel von UCNPs@ Bilayer-RB mit verschiede-
nen Verhiltnissen von m(RB) :m(UCNPs). Die Spektren sind auf die
Massenkonzentration der UCNPs (1.0 mgmL™') normiert, da fiir einige
der Proben (4:1 und 3:1) eine Verdiinnung erforderlich war.

b) UCNPs@Bilayer-RB-Dispersionen mit verschiedenen Verhiltnissen
von m(RB) :m(UCNPs).

de, fiithrte zu instabilen Partikeln ohne gebundenen Farb-
stoff, was die kovalente Wechselwirkung zwischen der NO-
Sonde und dem Oleat bestitigt (Abbildung S7). Die
UCNPs@Bilayer-NO-Sonde zeigte das charakteristische Ab-
sorptionsmaximum (Abbildung S6b) sowie Fluoreszenzanre-
gung (Abbildung S6¢) und -emission (Abbildung S6d) der
NO-Sonde, was die erfolgreiche Funktionalisierung besté-
tigt.

Da die Oleat-basierte Doppelschicht der UCNP-Ober-
flache einen guten Schutz gegen hydrophile Molekiile bietet
und Ionen daher eine geringe Affinitdt haben, durch die
hydrophobe Barriere zu diffundieren, ist es unwahrschein-
lich, dass Biomolekiile das Oleat auf der Nanopartikelober-
fliche ersetzen und eine Aggregation der Nanopartikel
auslosen. Zusétzlich stabilisieren elektrostatische AbstoBun-
gen die Partikel weiter, wie die hohen Zetapotenziale der
Systeme zeigen ((—44.5+0.5) mV fiir UCNPs@Bilayer-RB
(sieche Abbildung S8 fiir die vollstindige Charakterisierung
der Nanopartikel) und (—42.6+0.6) mV fiir UCNPs@Bi-
layer-NO-Sonde). Um die kolloidale Stabilitdt unter biologi-
schen Bedingungen zu iiberpriifen, wurden diese Partikel-
systeme in Zellmedium (DMEM +10% FCS) dispergiert,
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wobei nach 72 Stunden keine Agglomeration beobachtet
werden konnte (Abbildung S9), was die Anwendbarkeit
dieser modifizierten UCNPs unter biologischen Bedingun-
gen demonstriert.

Die Fahigkeit von UCNPs@Bilayer-RB, Singulett-Sauer-
stoff iiber indirekte NIR-Anregung der UCNPs zu erzeugen,
wurde durch die Abnahme der Fluoreszenzemissionsintensi-
tit der Singulett-Sauerstoffsonde 9,10-Anthracendipropion-
sdure (ADPA) unter 980 nm Bestrahlung bestitigt (Abbil-
dung 5a). Fiir freies RB wurde bei Anregung mit NIR-Licht
keine Singulett-Sauerstoff-Produktion beobachtet, was ein
weiterer Hinweis auf die Energieiibertragung von den Na-
nopartikeln auf RB ist. Die Fahigkeit der NO-Sonde, NO zu
detektieren, sobald es an die Oberfliche der UCNPs@Bi-
layer Partikel gebunden ist, wurde mit Diethylamin-NONO-
at als NO-Donor nachgewiesen. Wie erwartet, stieg die
Fluoreszenzemissionsintensitit der Sonde in Gegenwart von
NO an (Abbildung 5b). Um die Fihigkeit der UCNPs@Bi-
layer-NO-Sonde NO zu detektieren weiter zu bestitigen,
wurde ihr Potenzial zur Uberwachung der intrazelluldren
NO-Konzentration untersucht.

Wie die Bilder der konfokalen Laser-Scanning-Mikro-
skopie und die entsprechenden intrazelluliren Spektren
zeigen (Abbildung S10a bzw. b), wurde die Nanosonde
erfolgreich von RAW264.7y NO~ Zellen internalisiert. Die
hohe Uberlebensrate der Zellen bei den getesteten Konzen-
trationen deutet auf die hohe Biokompatibilitit der
UCNPs@Bilayer-NO-Sonde hin (Abbildung S10c). Um die
Fiahigkeit der Nanosonde, die sich in den Lysosomen der
getesteten Zellen anreicherte (Abbildung S10d), NO nach-
zuweisen zu bewerten, wurden zwei Wege der NO-Produk-
tion in RAW264.7y NO~ Zellen untersucht: endogen und
exogen. NO wurde von RAW264.7y NO~ Makrophagen
nach Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS) und Interfe-
ron-gamma (IFN-y) endogen produziert, und exogenes NO
wurde durch Behandlung der Zellen mit dem NO-Donor S-
Nitroso-N-acetylpenicillamin (SNAP) freigesetzt. In beiden
Fillen beobachtete man starke Intensitdtsinderungen der
Fluoreszenzemission der NO-Sonde in Gegenwart von NO
(Abbildung 5c und d sowie Abbildung S11), was darauf
hindeutet, dass der NO-Nachweis durch die UCNPs@Bi-
layer-NO-Sonde tatsdchlich moglich ist. Dariiber hinaus
wurde der selektive Nachweis von NO durch die Partikel
unter Verwendung eines NO-Synthase-Inhibitors (N(w)-
Nitro-L-Arginin-Methylester, L-NAME) nachgewiesen, der
die endogene NO-Produktion blockierte, was zu einem
Riickgang der Fluoreszenzemissionsintensitéit fithrte. Dies
ist der erste Hinweis darauf, dass die Doppelschicht auch
nach der Aufnahme durch biologische Zellen noch intakt
ist.

Die genaue Anordnung der Doppelschicht auf der Ober-
flaiche der Nanopartikel bleibt unklar, da die eingebauten
Amine einen Einfluss auf die kolloidale Stabilitdt der
Partikel zu haben scheinen. Dieses Phdnomen wurde mit
UCNPs unterschiedlicher Grofle und mit verschiedenen
Arten von Aminen untersucht, was bestitigt, dass die
Stabilitdt durch die Anwesenheit und die Art des Amins
beeinflusst wird (Abbildung S12, Tabelle S1). Beispielsweise
wurden fiir 23 nm groBe Partikel kleine hydrodynamische
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Abbildung 5. a) Erzeugung von Singulett-Sauerstoff in verschiedenen Zeitraumen der 980-nm-Bestrahlung, nachgewiesen durch Uberwachung der
Fluoreszenzbleiche von ADPA, das bei 390 nm angeregt wurde. Normierte Fluoreszenzabfille von ADPA in Gegenwart von UCNPs@Bilayer-RB
(rosa), freiem RB (grau) und der entsprechenden Kontrolle von nur ADPA (schwarz) in H,O. b) Normierte Fluoreszenz-Emissionsspektren von
UCNPs@Bilayer-NO-Sonde (100 ugmL™") vor (gelb) und nach (griin) Zugabe von NONOat (1.5 mM); 4., =405 nm. c) und d) Intrazellular
aufgezeichnete Fluoreszenz-Emissionsspektren (1. =405 nm) von RAW264.7 y NO~ Zellen, die mit UCNPs@Bilayer-NO-Sonde (25 ygmL™", 3 h)
inkubiert und unter den folgenden Bedingungen behandelt wurden: c) unstimuliert (schwarz), stimuliert mit LPS (0.7 pgmL™") und IFN-y

(17 pgmL™") (griin) und vorbehandelt mit L-NAME und stimuliert mit LPS (0.7 ygmL™") und IFN-y (17 pygmL™") (rot); und d) nicht stimuliert
(schwarz), behandelt mit SNAP (275 pM, 1 h, lila). Unstimulierte Kontrollzellen (blau in (c) und (d)) und stimulierte Kontrollzellen (rosa in (c))

wurden ebenfalls erfasst.

Durchmesser und niedrige PDIs nur bei Doppelschichtmo-
difikationen mit 10 mol % Dodecylamin beobachtet (Abbil-
dung S12b). Wenn kein Amin oder andere Amine (Octyl-
amin, Oleylamin) in die Doppelschicht eingebaut wurden,
deuten die Partikelgrofenverteilungen auf eine Aggregatbil-
dung hin. Der gleiche Effekt wurde bei kleineren UCNPs
(13 nm, Abbildung S12a) beobachtet, wihrend der Einfluss
des Amins bei groferen Partikeln vernachlissigbar wird
(Abbildung S12c). Vergleicht man kleine und groe UCNPs,
so ist bekannt, dass kleine Partikel in der Regel eine quasi-
sphérische Form und damit eine starke Kriimmung aufwei-
sen, wihrend sich bei groBBeren Partikeln in der Regel eine
hexagonal-prismatische Form entwickelt.”” Dieser formver-
dndernde Effekt wird auch in TEM-Studien deutlich (Abbil-
dung S13). Im Hinblick auf die Bildung von Doppelschich-
ten ist eine groBe Krimmung nachteilig, da Liicken
zwischen den Oleatmolekiilen zu erwarten sind.”! Es ist

Angew. Chem. 2023, 135, 202305165 (6 of 8)

denkbar, dass die angebotenen Aminmolekiile die Liicken
fiillen und damit die Stabilitdt der UCNPs@Bilayer erhohen.
Dieses Phdnomen ist bereits von katanionischen Tensidmi-
schungen aus Fettsduren und Aminen bekannt, die aufgrund
der Abnahme der mittleren Ionenkopfgrofe und damit
steigendem Packungsparameter duflerst stabile kolloidale
Strukturen bilden.’**! Aus geometrischen und elektrostati-
schen Griinden sind diese kolloidalen Strukturen stark von
der Kettenlidnge des Tensids und dem molaren Verhiltnis
Anion:Kation abhéngig, was die sehr unterschiedlichen
Ergebnisse fiir die verschiedenen Arten von Aminen erkli-
ren konnte.” Die stabilisierende Funktion von Dodecyl-
amin scheint fiir kleine, stark gekriimmte Partikel wichtiger
zu sein. Fir grofere UCNPs sind die Kristallkanten wahr-
scheinlich die kritischsten Stellen, da hier eine Liicke zwi-
schen den Oleatmolekiilen zu erwarten ist. Um diese Hypo-
these zu  berpriifen, wurden  citratbeschichtete
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Abbildung 6. TEM-Bilder von UCNPs@Bilayer (60 nm x48 nm) gekoppelt an AuNPs@Citrat (16 nm). a) UCNPs@Bilayer mit 10 Mol % Dodecyl-
amin in der Doppelschicht. b) Negativkontrolle von UCNPs@Bilayer ohne Dodecylamin in der Doppelschicht und AuNPs, die nach demselben

Kopplungsprotokoll behandelt wurden.

Goldnanopartikel (AuNPs@Citrat, 16 nm) mittels Carbodi-
imid-Kopplungschemie an 60 nmx48 nm UCNPs@Bilayer
angebracht (Abbildung 6a). Auf den TEM-Bildern war eine
deutliche Tendenz der AuNPs zu erkennen, sich iiberwie-
gend an den Kanten und nicht an den Kiristallflichen
anzuordnen. Ein Kontrollexperiment mit UCNPs@Bilayer
ohne Amin zeigte keine signifikante Bindung von AuNPs an
die UCNPs, was die selektive Bindung an die Aminogrup-
pen belegt (Abbildung 6b).

Diese Ergebnisse bestitigen, dass die Amine als Liicken-
fiiller wirken und die Doppelschicht stabilisieren. Die Bela-
dung mit 10 mol % Dodecylamin ist eine verniinftige Wahl
fir alle PartikelgroBen zwischen 10 und 50 nm und wird
daher fiir die Modifizierung und Funktionalisierung der
Doppelschicht empfohlen. Das Verhiltnis Oleat: Dodecyl-
amin muss jedoch moglicherweise fiir sehr kleine (<10 nm)
oder sehr groBe (>50nm) Partikel angepasst werden, um
Anderungen im Verhiltnis zwischen der Gesamtoberfliche
und der Gesamtldnge der Kanten im Nanopartikelkristall zu
beriicksichtigen. Dariiber hinaus konnen auch andere ami-
nohaltige Molekiile, wie z.B. die NO-Sonde, zur Stabilisie-
rung mit Hilfe katanionischer elektrostatischer Wechselwir-
kungen verwendet werden.

Zusammenfassung

Die Doppelschicht-Strategie zur einfachen Oberflachenmo-
difikation und Funktionalisierung von hydrophoben Nano-
partikeln fithrt zu hydrophilen und kolloidal stabilen
UCNPs. Es wurde bestitigt, dass das Einbetten von Dode-
cylamin stabilisierend auf die Doppelschicht wirkt, was auf
den positiven Effekt der Katanionik auf die Stabilitdt von
Kolloiden, aber auch auf eine liickenfiillende Funktion
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zuriickgefiihrt werden kann. Es wurde gezeigt, dass die
Bindung von organischen Farbstoffen an UCNPs@Bilayer
auf sehr einfache Weise durch Carbodiimid-Kopplungsche-
mie moglich ist. Es werden zwei Machbarkeitsstudien ge-
zeigt: eine, bei welcher Singulett-Sauerstoff unter 980-nm-
Bestrahlung nach Anbringung von RB an die UCNPs
erzeugt wurde, und eine andere, bei der eine NO-sensitive
Sonde an die Partikeloberfldche gekoppelt wurde, um exo-
gene und endogene intrazellulire NO-Konzentrationen zu
iiberwachen. Diese Ergebnisse belegen, dass die Doppel-
schicht-modifizierten Nanopartikel ihre Funktionalitéit bei-
behalten und somit eine Anwendung fiir In vitro-Studien
ermoglichen.
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