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Nanostrukturierte plasmonische Oberflachen zum in situ Nachweis von Protein-
adsorptionsprozessen

Zum markierungsfreien in situ Nachweis biospezifischer Bindungsereignisse in hoch-dichten Pep-
tidarrays wurde die Ausbildung optischer Extinktionen in Kern-Schale-Nanopartikelfiimen mit me-
tallisierten hexagonal dicht angeordneten dielektrischen Partikeln eingehend untersucht und die
Nanostrukturen fur den Einsatz in der Biosensorik optimiert. Die Extinktionsspektren im sichtba-
ren Spektralbereich wiesen scharfe Peaks auf, deren spektrale Lage sensitiv auf Anderungen des
Brechungsindexes in der Sensorumgebung reagiert. Die Signalentstehung wurde experimentell
charakterisiert, mit elektronenstrahllithographisch hergestellten Nanostrukturen moduliert und die
Spektren mit rigoroser Beugungsanalyse im Fourier-Raum berechnet. Es konnte gezeigt werden,
dass die Signale durch eine Kombination aus Interferenzen und plasmonischen Anregungen her-
vorgerufen werden.

Zur in situ Detektion von Bindungsereignissen ist es von zentraler Bedeutung, den Einfluss von
Molekiladsorbaten und Brechungsindexadnderungen der Volumenphase auf das Sensorsignal zu
trennen. Es wurden Lichteinfallswinkel gefunden, unter denen der Einfluss des Brechungsindexes
der Flussigkeit auf die Peakposition im Extinktionsspektrum vernachlassigbar war. Unter diesen
Winkeln wurde die Adsorption von Biomolekiilen in situ und zeitaufgelst detektiert. Durch geziel-
te Beschichtungen mit Metall-organischen Geriistverbindungen konnte die Nachweisempfindlich-
keit gegenlber Diffusionsprozessen aus der Gasphase gesteigert werden. Im Hinblick auf diag-
nostische Anwendungen wurde unter Verwendung hochaufldsender Lokalisationsmikroskopie die
laterale Position einzelner Peptidmolekile auf hexagonal angeordneten Goldnanopartikeln nach
einer kovalenten Anbindung von Farbstoffmolekilen nachgewiesen.

Nanostructured plasmonic surfaces for in situ detection of protein adsorption processes

For label-free in situ detection of biospecific binding events in high-density peptide-arrays , the
origin of optical extinctions in core-shell-nanoparticle-films with metallized hexagonally close
packed dielectric particles has been investigated and the nanostructures have been optimized for
biosensor applications. The extinction spectra in the visible regime exhibit sharp peaks, whose
position is sensitive to changes in refractive index of the sensor environment. The cause of the
signal was experimentally characterized, modelled with nanostructures fabricated by electron
beam lithography and calculated with rigorous diffraction analysis in the Fourier-space. It has
been proven that the signal is a combination of interference and plasmonic excitations.

For in situ detection of binding events it is important to separate the impact of molecule adsorption
and refractive index changes in the bulk-phase. Angles have been found, under which the influ-
ence of the refractive index of the liquid on the peak position was negligible. Under these angles,
the adsorption was detected in situ. Using selective coatings with metal-organic-frameworks, sen-
sitivity was increased for diffusion processes from the gas-phase. With regard to diagnostic appli-
cations, the lateral position of individual peptide molecules was detected on hexagonally arranged
gold nanoparticles by covalent attachment of dye molecules using high-resolution localization
microscopy.
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1 Einleitung

1.1 Einleitung und Motivation

Die optischen Eigenschaften kolloidaler Nanopartikelsysteme sind faszinierend und erfreuten
schon vor lber 1000 Jahren die Menschen aufgrund ihrer leuchtenden Farben in Trinkbechern
und Kirchenfenstern.! Den groBen Nutzten der auftretenden Effekte konnte man allerdings noch
nicht erahnen, als Mie®” und Faraday experimentell und theoretisch einen wichtigen Beitrag zum
Verstandnis der Beobachtungen leisteten, Wood resonante Anomalien in metallischen Gittern
untersuchte® und Fano die Effekte durch Oberflachenwellen, den sogenannten Plasmonen, an
Metall-Dielektrikum-Grenzflachen erklarte. Ein grof3er Fortschritt wurde infolge der Weiterentwick-
lung neuer Detektionstechnologien (z.B. STM, AFM, SNOM, REM),[” der Vakuumsysteme und
insbesondere der Fortschritte der lithographischen Verfahren zur Nanostrukturierung von Ober-
flachen erzielt. Die Wechselwirkung von Licht mit Metallnanopartikeln oder periodischen metalli-
schen Strukturen fuhrt zu scharfen Resonanzen, die gegentber dem Brechungsindex ihrer Um-
gebung sensitiv sind.”! Daher finden Plasmonen in vielen Bereichen zum Teil in Form patentge-
schutzter richtungsweisender Verfahren Anwendung. Wichtige Anwendungen sind die Wellenlei-
tung, optische Filter und Nachweisverfahren im Bereich der medizinischen Diagnostik, wie der
Genom- und Transkriptionsanalyse in DNA-Chips.[s]

Als Alternative zu etablierten markerbasierten Analysetechniken mit hohen Nachweisempfindlich-
keiten, basierend auf Fluoreszenzfarbstoffen, Enzymen, radioaktiven Isotopen oder mit Goldna-
nopartikeln markierten Reaktionspartnern, gewinnen markierungsfreie ex situ und in situ Metho-
den zunehmend an Interesse. Besonders wichtig sind Verfahren, die mehrere ahnliche Spezies
bei gleichzeitig hoher Sensitivitat nachweisen konnen,™ © spezifische Wechselwirkungen identifi-
zieren und quantifizieren kdénnen, die Kinetik von Bindungsprozessen messen und Reaktions-
konstanten bestimmen. Dies ist wichtig im Bereich der Entwicklung von Biosensoren sowie der
Implantat-Technologie, wo die Korpervertraglichkeit von Implantaten durch die Menge, Zusam-
mensetzung und Konformation der adsorbierten Proteinschicht beeinflusst wird. Deshalb ist eine
Untersuchung von Adsorptionsprozessen unter mdglichst realitdtsnahen Bedingungen, d.h. in
direktem Kontakt mit der jeweiligen fliissigen Phase, von groRRer Bedeutung. Insbesondere fir die
Immundiagnostik ist dabei zusatzlich die parallelisierte Bindungsanalytik im Arrayformat er-
wiinscht,”™ ! bei der eine groRe Anzahl verschiedener Fangmolekile in dichter Anordnung auf
Substraten immobilisiert sind und als Basis zur Wirkstoffsuche in einem Hochdurchsatz-
Screening dienen.® Im Gegensatz zu anderen géngigen Methoden, beispielsweise der Quarzkris-
tallmikrowagung oder Ellipsometrie, ermdglicht die Oberflachenplasmonenresonanz (SPR)-
Mikroskopie die Auslesung von Bindungsereignissen im Arrayformat.[e] Dabei kénnen gleichzeitig
mehr als 1300 Spots mit einer Detektionsgrenze von 0,3 nm/cm? und mit einer Zeitauflésung von
1 s ausgelesen werden. Eine hdhere Sensitivitat verspricht ein Biosensorbauelement, das die
Aspekte von propagierenden sowie lokalisierten Oberflachenplasmonen und Interferenz verbin-
det [ (201

Die Grundlage der vorliegenden Arbeit bilden nanostrukturierte Biosensoren, bestehend aus Mo-
nolagen tragergebundener Kern-Schale-Nanopartikel-Oberflachen mit dielektrischem Kern und
nasschemisch metallisierter Hille aus Goldnanopartikeln. Dieses Nachweiselement kombiniert
die drei wichtigen Aspekte der propagierenden, lokalisierten Plasmonen-Anregung sowie Interfe-
renz und bietet dadurch besonders hohe Empfindlichkeit.[ll] Durch die Beschichtung mit Gold
besteht zusétzlich die Mdglichkeit Molekile chemisch zu binden und den Sensor gezielt zu funkti-
onalisieren.



1.2 Zielsetzung

Das Ziel der Arbeit besteht darin, ein integriertes bioanalytisches System auf Basis plasmonischer
Nanostrukturen zu entwickeln, das die markierungsfreie und parallele in situ Detektion biospezifi-
scher Bindungsereignisse erméglicht.

Als Sensorelement werden hexagonal dicht gepackte Kern-Schale-Nanopartikelfiime (Abb. 1, 111.)
eingesetzt, die aus oberflachenadsorbierten Nanopartikeln mit dielektrischem Kern und metalli-
scher Hulle bestehen. Anhand vereinfachter Modellsysteme soll die Signalentstehung in den
plasmonischen Nanopartikelsensoren verstanden werden. Hierbei sind die plasmonischen Anre-
gungen, Interferenzen und die Kopplung wechselwirkender Anregungen im Material zu untersu-
chen. Zusatzlich sollen die Partikelfilme mit elektronenstrahllithographisch hergestellten Nano-
strukturen verglichen und die Sensorantwort berechnet werden.

Dartber hinaus sollen die Schichtstrukturen den markierungsfreien in situ Nachweis von Molekil-
anlagerungen in Echtzeit ermdglichen. Zur Beobachtung von Adsorptionsprozessen, wird meis-
tens von einer Pufferlésung zum Analyten gewechselt. Fir markierungsfreie Detektionsmethoden,
die beziglich Brechungsindexanderung in der Sensorumgebung sensitiv sind, kann dabei ein
Problem auftreten: Die Signalédnderung setzt sich aus zwei Anteilen zusammen, da sich der Bre-
chungsindex Uber dem Sensor sowohl in der Lésung éndert als auch direkt auf der Sensorober-
flache infolge des Bindungsprozesses (Abb. 1, I. und I.).

Puffer Lésung Il. M. Goldnanopartikel

Protein Lésung [——

ny Gebundene Proteine (:' § §

=——— Sensoroberflache —

Dielektrische
Nanopartikel

Substrat

Ny
Abb. 1: Zwischen dem Volumeneffekt und dem Bindungsprozess muss separiert werden. .. Eine Puffer-
I6sung mit Brechungsindex n; befindet sich in Kontakt mit der Sensoroberflache. Il.: Eine Protein-Losung

mit Brechungsindex n, befindet sich in Kontakt mit der Sensoroberflache. Infolge des Adsorptionsprozesses
bildet sich ein Proteinfilm mit Brechungsindex nz auf dem Sensor. lll.: Schematischer Aufbau des Sensors.

Um den Volumeneffekt zu charakterisieren werden die Extinktionseigenschaften in Abhangigkeit
vom Reflexionswinkel und Brechungsindex in der Sensorumgebung mit Glycerin-Wasser-
Gemischen untersucht.

AnschlieRend soll die Leistungsféahigkeit des Sensors zur markierungsfreien hoch-parallelen und
guantitativen Analyse von Peptidarrays demonstriert werden. Hierzu werden mit einem Laser-
basierten Verfahren Peptidarrays hergestellt 12 und auf die plasmonischen Nanostrukturen tber-
tragen.

Im letzten Schritt soll ein Sensorsystem entwickelt werden, das die parallele Detektion von Bin-
dungsereignissen auf Einzelmolekilniveau ermdglicht. Zu diesem Zweck werden hexagonal an-
geordnete Goldnanopartikel mit der mizellaren Blockcopolymer Nanolithographie hergestellt. Auf
den Goldnanopartikeln werden einzelne Peptidmolekiile adsorbiert. Die Detektion erfolgt mit Lo-
kalisationsmikroskopie. Zuvor soll die Kalibration des Fluoreszenzmikroskops Uberprift werden.
Dies geschieht mit Hilfe der elektronenstrahllithographisch hergestellten Nanostrukturen.



2 Theorie

2.1 Absorption

Im Rahmen dieser Arbeit werden die optischen Eigenschaften strukturierter Oberflachen unter-
sucht. Eine wichtige Eigenschaft ist die Absorption von elektromagnetischer Strahlung, die mithil-
fe der Optischen Dichte als Intensitatsverhaltnis quantifiziert werden kann.™

I1(1 Formel 1
0. D = —lOg10 %
0

Zum Beispiel wird zur Messung der Absorptionsbanden einer Flissigkeit monochromatisches
Licht der Intensitat I, durch eine Kivette gestrahlt und die Abschwéachung der Strahlintensitéat
beim Durchgang durch die Flussigkeit detektiert. Die Abschwéachung hangt nach dem Lambert-
Beerschen Gesetz exponentiell von der raumlichen Ausdehnung | des Mediums und dem Extink-
tionskoeffizient ab.

I(]) = Iye™™ Formel 2

Der Extinktionsquerschnitt a ergibt sich additiv aus dem Absorptions- und Streuquerschnitt und
beschreibt die Wechselwirkung von elektromagnetischen Feldern mit Festkérpern. Die mathema-
tische Beschreibung der Wechselwirkung geht von den Maxwellgleichungen in Materie aus. Diese
fuhren auf die Telegraphengleichung. Die Probe wird mittels der frequenzabhangigen dielektri-
schen Funktion g(w) charakterisiert.™ Mit dem Ansatz einer ebenen Welle erhalt man den kom-
plexen Brechungsindex n(w) und hieraus die komplexe dielektrische Funktion g(w).

Formel 3

n(w) = iA(w) + ik(w) = |en + ia(c;))) =.¢e(w)
0

&

mit dem Realteil des Brechungsindexes i, dem Absorptionskoeffizienten «, der Frequenz w, der
Hintergrundpolarisierbarkeit €., der dielektrischen Konstanten €, und der Leitfahigkeit o. Der Ab-
sorptionskoeffizient

k(w) = J— 81(2(”) + %\/el(w)z + &,(w)? Formel 4

hangt ab von dem Realteil £; und vom Imaginarteil €, der dielektrischen Funktion. Die Eindringtie-
fe dsyin ergibt sich zu

8skin(w) = ———
skin (©) wk(w) Formel 5



2.2 Dielektrische Funktion

Die dielektrische Funktion gibt den Zusammenhang von elektrischem Feld E und der Dichte der
elektrischen Dipolmomente, der Polarisation P, an.™ *® Sie wird tiber die dielektrische Verschie-
bung D definiert. Die dielektrische Verschiebung ist mit der au3eren Ladungsdichte so verbun-
den, wie E mit der gesamten Ladungsdichte, die sich aus externer p,,; und induzierter p;,,; La-
dungsdichte zusammensetzt.

D =E +4nP = ¢ E Formel 6
div D = div Z S(E)SOE (E)e—izr‘ — 4nzpext(}’)e—iﬁf Formel 7
div E = div Z E (E)e—izr‘ = 4”2 (pext(E) T pind(ig)) o~ kT Formel 8

k ist der Wellenvektor und # der Ortsvektor. Aus den Beziehungen fir die Fourierkomponenten
folgt

pext(E) Formel 9
p(k)

e(k) =

Im Fall eines Elektronengases beschreibt die dielektrische Funktion wichtige Grenzféalle: Die
Plasmaschwingungen, das sind kollektive Anregungen des Elektronengases relativ zum Gitter,
sowie die elektronische Abschirmung der Elektronen-Elektronen-Wechselwirkung, der Elektro-
nen-Gitter-Wechselwirkung und der EIektronen-Fremdatom-Wechselwirkung.[15]

Drude-Sommerfeld-Modell

Einen Ansatz zur Beschreibung der dielektrischen Funktion bei groRen Wellenldngen erhalt man
aus der Bewegung eines freien Elektrons nach dem Drude-Sommerfeld-Modell.**! ™! Dabei wer-
den die Prinzipien der kinetischen Gastheorie auf Leitungsbandelektronen in Metallen angewen-
det. Die Grundannahme des Modells ist die Beschreibung der Leitungselektronen als freies Elekt-
ronengas unter Vernachlassigung der Wechselwirkungen der Elektronen untereinander und mit
den Atomrimpfen. Der Widerstand wird durch St63e mit atomaren Defekten und Phononen her-
vorgerufen.[”] Das Modell liefert wichtige Erkenntnisse zur Beschreibung der spezifischen Warme
von Festkt')rpern.[“] Die Bewegungsgleichung eines freien Elektrons im elektrischen Feld fihrt bei
optischen Frequenzen zur dielektrischen Funktion, die von der Frequenz, der Elektronenladung e,

Elektronendichte n und Elektronenmasse m abhangt.™™
wp? Formel 10
ew)=1-—
w
mit der Plasmafrequenz
ne? Formel 11
wp =
ggm

Allerdings stellt das Drude-Modell im sichtbaren Spektralbereich nur eine Naherung der dielektri-
schen Funktion dar (Abb. 2). Im IR-Bereich ist die Ubereinstimmung besser.



2.2 Dielektrische Funktion
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Abb. 2: Dielektrische Funktion von Gold im sichtbaren Spektralbereich. Schwarz sind die experimentellen
Daten*®, rot ist die Anpassung mit dem Drude-Modell (nach ™).

Die dielektrischen Eigenschaften im sichtbaren und UV—Bereich werden durch zwei Effekte be-
stimmt: die Interband- und Intrabandiibergédnge von Elektronen aus dem Valenzband ins Lei-
tungsband. Die Interbandiibergéange bewirken eine Zunahme des Imaginéarteils der dielektrischen
Funktion. Bei Interbandibergdngen wird im Bereich der Eindringtiefe der elektromagnetischen
Felder eine Polarisation bewirkt, die zu einer koharenten Schwingung fuhrt.
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Plasmonen sind die Quanten, die Plasmaschwingungen zugeordnet werden. Um Oberflachen-
plasmonen zu beschreiben, braucht man zwei Konzepte: Das eine ist die Ausbreitung von Licht in
Materie, das andere sind die Erhaltungsséatze bei der Anregung von Plasmonen.?” Plasmonen
finden Anwendungen in vielen Bereichen, wie z.B. in der Biosensorik, der Bestimmung von Affini-
tatsparametern verschiedener biologischer Wechselwirkungssysteme, photothermischer Krebs-
therapie[zll, Wellenleitung,[22] Messung der Leitfahigkeit von Molekilen® und in den feldverstar-
kenden Spektroskopie-Techniken wie der oberflachenverstarkten Infrarot-Absorption?? ! (SEI-
RA) und der oberflachenverstarkten Raman-Spektroskopie® 7 28(SERS), die Sensitivitaten bis
zur Einzelmolekil-Detektion erreichen.

2.3.1 Propagierende Oberflachenplasmonen (SPR)

Man unterscheidet drei Typen von Plasmonen, die propagierenden, die lokalisierten und die akus-
tischen.?? B BU B2 | etztere werden hier nicht behandelt.

Ausgedehnte oder propagierende Plasmonen kdnnen als zweidimensionales Elektronengas, das
an der Grenzflache zwischen Metall und Dielektrikum existiert, beschrieben werden (Abb. 3,
links).
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Abb. 3: Darstellung von der propagierenden Plasmonenresonanz,” der gewahlten Geometrie und des
Koordinatensystems (a, links), der Abklinglangen im Metall und Dielektrikum (b, Mitte) und der Dispersi-
onsrelation von Licht und Oberflachenplasmonen (c, rechts)[34] Die Anregung kann mit einem Otto-Aufbau
erfolgen, bei dem Laserlicht unter der Bedingung der Totalreflexion an der Basis eines Prismas reflektiert
wird. Die Basis ist die Grenzflaiche zu einem Goldfilm. Die Kurve A kennzeichnet den Fall ohne Prisma und
stellt die Dispersionsrelation eines Photons, das sich als ebene Welle in Luft ausbreitet, dar. Es tritt kein
Schnittpunkt mit der Dispersionskurve B auf. B ist die Dispersion des Oberflachenplasmons, das sich an
der Metall/Dielektrikum-Grenzflache ausbreitet. C ist die Dispersionsrelation eines Photons, das sich im
Prisma fortbewegt. Im Schnittpunkt der Kurven B und C erfolgt die Anregung der Plasmonen.

Entscheidend ist die Polarisation von freien als auch von induzierten Ladungen, die durch ein
elektromagnetisches Feld erzeugt wird.®¥ Es gibt mehrere Ansatze die plasmonischen Anregun-
gen zu motivieren.?®® B” Eine Darstellungsweise betrachtet die Leitungselektronen als geladene
inkompressible Flussigkeit vor einer festen uniformen positiven Hintergrundladung, die durch die
lonenkerne generiert wird.*® Erfolgt eine Deformation n der Flussigkeit, so entstehen durch elekt-
rostatische Wechselwirkungen Oszillationen der Elektronen-Flussigkeit, die Plasmonen.?® Die
Energiezustande als Funktion ihres Wellenvektors sind durch die Dispersionsrelation gegeben.
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Die Herleitung geht von den Maxwellgleichungen in Materie aus,®¥ stellt die elektrischen und
magnetischen Felder im Metall und Dielektrikum auf und verwendet die Stetigkeit der Normal-
komponente der dielektrischen Verschiebung D und des Magnetfeldes B sowie die Stetigkeit der
Tangentialkomponente von elektrischem Feld E und magnetischer Erregung H als Randbedin-
gungen.[zo] Durch Losen der Wellengleichung erhélt man die Dispersionsrelation (Abb. 3,
rechts).l*% (41
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Formel 12

€4 beschreibt die dielektrische Konstante des Dielektrikums, im Fall von Luft ist €4 = 1, €, ist die
dielektrische Konstante des Metalls mit €, < 0 und |e,| > 1, c ist die Lichtgeschwindigkeit. Unter
diesen Bedingungen ergibt sich kein Schnittpunkt mit der Dispersionskurve vom Licht und Plas-
mon. Eine Anregung ist nur unter der Bedingung mdglich, dass Energie und Impuls erhalten sind.
Bei gleicher Frequenz bzw. Energie muss der Wellenvektor und damit der Impuls des Lichts er-
héht werden, so dass die oberflachenparallelen Komponenten der Wellenvektoren von Licht und
Plasmon gleich sind."? zwei gangigen Verfahren sind die Gitterkopplung und die Prismenkopp-
lung. Die Methoden werden im nachsten Abschnitt behandelt.

Die Anregung der Plasmonen kann nur mit dem parallel (p) zur Einfallebene polarisierten Lichtan-
teil bewirkt werden, da zur Anregung der E-Vektor des Lichtes an das Dipolmoment parallel zur
Ausbreitungsrichtung der Plasmonen ankoppeln muss. Der s-polarisierte Anteil kann keine Plas-
monen erzeugen.?! Die plasmonische Anregung propagiert tiber Distanzen von der Grézenord-
nung 10 — 100 um bis zu 1 mm im Nah-Infraroten.®® Die Dampfung erfolgt durch die Absorption
des Metalls und hangt vom Realteil €., und Imaginarteil €., der dielektrischen Funktion des Me-
talls bei der Resonanzfrequenz des Plasmons ab. Die Ausbreitungslange dsp ist gegeben durch
den reziproken Imaginarteil des Plasmonen-Wellenvektors.
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Das damit verbundene evaneszente Feld fallt zu beiden Seiten mit zunehmender Entfernung von
der Grenzflache (Abb. 3, b) exponentiell ab. Die Abklinglange im Dielektrikum entspricht etwa der
halben Wellenlange (200 nm), im Metall ist die Abklinglange durch die Eindringtiefe (Formel 5)
gegeben.

2.3.2 Anregung von Oberflachenplasmonen und Messmethoden

Die Anregung von Oberflachenplasmonen mit Licht erfordert einen zuséatzlichen Impuls parallel
zur Grenzflache [*4 431 48]

Gitterkopplung

Zuerst wird die Methode der Gitterkopplung betrachtet (Abb. 4, links), bei der Licht auf ein Beu-
gungsgitter fallt. Das Koordinatensystem sei so gewahlt, dass die x-Richtung parallel zur Grenz-
flache Gitter/Analyt verlaufe. Die x-Komponente des Wellenvektors des einfallenden Lichtes ist
durch k,=2mAsing gegeben mit dem Einfallswinkel 8 zur Probennormalen und der Wellenlange A
des Lichtes. Durch die Beugung am Gitter wird die x-Komponente des Wellenvektors um ganz-
zahlige Vielfachen des Gittervektors erhoht und betragt nach der Reflexion am Gitter:
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Kx refiexiiert = kxtm2m/\. m ist eine ganze Zahl und gibt die Beugungsordnung an und A ist die Git-
terperiode. Ist m verschieden von Null, so ermdglicht der zusétzliche Impuls die Anregung der
Plasmonen.

Otto- bzw. Kretschmann-Aufbau

Alternativ kann der Impuls durch Passieren eines Mediums mit Brechungsindex grol3er eins
(n > 1) erhéht werden, sodass die Steigung der Dispersionsgeraden von Licht abnimmt (Abb. 3,
rechts). Die Realisierungen mithilfe eines Prismas sind in Form des Otto- bzw. Kretschmann-
Aufbaus bekannt. Im Kretschmann-Aufbau wird direkt auf die Grundflache des Prismas ein din-
ner Gold-Film aufgebracht. Im Fall des Otto-Aufbaus ist ein kleiner Spalt zwischen der Basis des
Prismas und dem Metallfilm (Abb. 4, rechts). In beiden Verfahren wird Licht an der Unterseite
eines Prismas totalreflektiert, das heif3t unter einem Winkel gréRer als dem Brewster-Winkel re-
flektiert. Das elektrische Feld dringt aus Stetigkeitsgrinden ins Metall ein und koppelt im Reso-
nanzfall an die Leitungsband-Elektronen des Metalls. Resonanz tritt auf, wenn die oberflachenpa-
rallele Komponente des Wellenvektors des Lichtes mit dem der Elektronen Ubereinstimmt.

Die Detektion erfolgt mit verschiedenen Methoden, beispielsweise kann die Reflexion von Licht
winkelaufgeltst oder als Funktion der Wellenlange detektiert werden.”% Erfolgt die Messung bei
konstanter Wellenlénge, wird der Winkel durchgestimmt. Die Anregung der Plasmonen ist unter
einem bestimmten Einfallswinkel erfillt, der an einem scharfen Minimum in der Reflexionskurve
zu erkennen ist. Bei Anderungen der dielektrischen Eigenschaften in der Goldfiimumgebung &n-
dert sich der Winkel, unter dem das Reflexionsminimum auftritt. Deshalb kann der Aufbau zur
Detektion von Adsorptionsprozessen verwendet werden. Erfolgt die Messung bei konstantem
Reflexionswinkel, wird die Wellenlange durchgestimmt. Die Resonanzwellenlange, unter der die
Anregung der Plasmonen erfolgt, ist am Minimum der Reflektivitat zu erkennen. Infolge eines
Adsorptionsprozesses auf der Goldschicht, verlauft die Dispersionskurve der Plasmonen (Kurve B
in Abb. 3, c¢) flacher, der Schnittpunkt verschiebt sich zu kleineren Frequenzen und damit lange-
ren Wellenlangen. Verfolgt man die Wellenlangenanderung zeitaufgelost, ergibt sich die Bin-
dungskinetik. Eine alternative Detektionsmethode ist das sogenannte SPR-Imaging. Bei konstan-
tem Winkel und konstanter Wellenlange wird die Reflektivitét als Funktion der Position gemessen.
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Abb. 4: Links: Anregung der Oberflachenplasmonen mit Gitterkopplung (nach [47]) und Rechts: Anregung
der Oberflachenplasmonen mit dem otto-Aufbau.*® g ist der Einfallswinkel des Lichtes, m die Beugungs-
ordnung, A die Gitterperiode, €, der Brechungsindex des Metalls, q der Abstand zwischen Prisma und Me-
tallfilm. kpn ist der Wellenvektor des Lichtes. n, und ng sind der Brechungsindex des Prismas bzw. der die-
lektrischen Schicht.

2.3.3 Lokalisierte Plasmonenresonanz (LSPR)

Eine direkte Anregung von Plasmonen mit Licht ist fir Metallnanopartikel méglich. Durch ein
elektromagnetisches Feld werden die Leitungsbandelektronen im Metall relativ zu den Atom-
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rumpfen ausgelenkt. Dadurch entsteht aufgrund der Coulombanziehung zwischen den Elektronen
und dem Kern eine ricktreibende Kraft, die die Elektronen zu koh&renten Schwingungen anregt
(Abb. 5). Man spricht von lokalisierten Plasmonen oder Partikel-Plasmonen, weil die kollektive
Anregung durch die Abmessungen der Nanopartikel beschrankt ist. Aufgrund dieser Randbedin-
gung treten diskrete Wellenvektoren auf.* Mie berechnete durch Losen der Maxwellgleichungen
das Extinktionsspektrum[sol eines beliebig geformten metallischen Nanopartikels

3
24m?Na3e,2 €A
A n(10) |(6,(D) + xeq) + €(D)?

Formel 14

EQA) =

Die Extinktion ist stark abhangig von &, der Real- und & der Imagindr-Komponente der dielektri-
schen Funktion € des Metalls, von dem Formfaktor y, dem Partikelradius a, €4 ist die dielektrische
Konstante der Partikelumgebung. Die Wellenlange des Extinktionsmaximums wird bei Anderung
dieser Parameter verschoben. Im Folgenden wird eine Metallkugel betrachtet. Ist die Wellenlédnge
des anregenden Lichtes grof3er als der Partikeldurchmesser, kann die mathematische Beschrei-
bung im Rahmen der quasistatischen Naherung erfolgen.®” Die Maxwellgleichungen kénnen
unter dieser Voraussetzung durch die Laplace-Gleichung der Elektrostatik ersetzt werden.

Elektrisches Feld

Elektronenwolke

Abb. 5: Darstellung der Anregung der lokalisierten Plasmonenresonanz.(nach [29])

Die Polarisierbarkeit ist abhangig von der frequenzabhangigen dielektrischen Funktion € des Me-
tallpartikels und der dielektrische Konstante g4 des Mediums in der Partikelumgebung.

e(w) — €4 Formel 15
=3¢V ———
a(w) €0 e(w) + 2¢4
Die Extinktion wird fur die Resonanzfrequenz w,,s maximal, bei der die Polarisation sehr grof3
wird. Hierzu muss der Nenner in Formel 15 klein werden, es folgt

€(Wres) = —2€4 Formel 16

Mit der dielektrischen Funktion im Drude-Modell (Formel 10)[51] ergibt sich die Resonanzfrequenz
unter Vernachlassigung der Dampfung im Metall zu

. Wwp Formel 17

w. = .
" 1+ 2¢,

Zusatzlich kénnen der Absorptions-, Streu- und Extinktionsquerschnitt mit der Polarisation be-
rechnet werden. Der Absorptionsquerschnitt wachst proportional zum Wellenvektor und Imaginar-
teil der Polarisierbarkeit, wahrend der Streuquerschnitt mit der vierten Potenz des Wellenvektors
wachst und proportional zum Betrag der Polarisierbarkeit ist. Der Extinktionsquerschnitt ergibt
sich additiv aus Absorptions- und Streuquerschnitt.?®"
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2.3.4 Plasmon-Hybridisierung in Kern-Schale-Nanopartikel

Besondere Bedeutung bei der Feinabstimmung der Resonanzlage gewinnen Kern-Schale-
Nanopartikel.[SZ] Die Energie der plasmonischen Anregung kann fir sensorische Anwendungen
Uber das Verhaltnis der Radien von Kern und Hiulle so eingestellt werden, dass sie nicht im Ab-
sorptionsbereich der zu untersuchenden Substanz liegt. Eine andere Anwendungsmadéglichkeit ist
der Einsatz plasmonischer Anregungen im Kern-Schale-Partikel als wellenlangenabhangigen
Schalter fur die Kurz- und Freischaltzustande, je nachdem ob sie eine Eingangsimpedanz bewir-
ken oder nicht.”

Das Verhalten in elektromagnetischen Feldern wird mathematisch durch die Erweiterung der Mie-
Theorie auf Kern-Schale-Nanopartikel behandelt. Die Vorhersage der plasmonischen Eigenschaf-
ten konnen mithilfe des Hybridisierungsmodells (Abb. 6)®? analog zur Hybridisierung atomarer
Orbitale veranschaulicht werden. Die Plasmonen von Kern-Schale-Nanopartikeln werden durch
die Linearkombination der einzelnen Komponenten, dem Partikelplasmon und dem Hohlraum-
Plasmon, beschrieben. Durch die Wechselwirkung der einzelnen Komponenten miteinander
kommt es zur Aufspaltung in einen symmetrischen und einen antisymmetrischen Zustand. Die
Plasmonen sind inkompressible Verformungen des Elektronengases. Das Elektronengas des
Bulk-Materials sei als homogen angenommen mit der Elektronendichte n, und Bulk-

Plasmafrequenz
4me?n,
wg = Formel 18
me

e ist die Elementarladung, m, ist die Elektronenmasse.
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Abb. 6: Links: Darstellung des Energie-Diagramms fir die Plasmon-Hybridisierung in Metall-Nanoschalen
resultierend aus der Wechselwirkung zwischen Partikel-Plasmonen und Hohlraum-Plasmonen.®?
Rechts: Schematische Darstellung der Nanopartikel Geometrie. R; ist der Radius der Kugel, die Differenz
von Rz und Ry ist die Schalendicke.
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Die konzentrischen Kern-Schale-Nanopartikel sind rotationssymmetrisch aufgebaut. Analog zur
Multipolentwicklung kénnen die Anregungen nach Kugelflachenfunktionen entwickelt werden, z.B.
in Form eines Dipol-Terms (I=1) oder Quadrupol-Terms (I=2). Die Resonanzfrequenzen der ein-
zelnen Komponenten, des Partikels ws,; und des Hohlraums wy, sind eine Funktion der Mode |
und der Bulk-Plasmafrequenz wg.”

I Formel 19

A T
141 Formel 20

Vel 5T

Hybridisieren beide entstehen fiir jedes | zwei neue Resonanzen w,, in Form einer symmetri-
schen und antisymmetrischen Lésung, die vom Verhéltnis aus innerem Radius R; und aufierem
Radius R, abhangen.

20+1 Formel 21

2 _ 98|y, 1 1+4l(l+1)(R1)
R R T R,

Durch die Wahl des Hullenmaterials kann die Resonanz beeinflusst werden. Die dielektrischen
Eigenschaften Silber und Gold (Abb. 7) unterscheiden sich zum Beispiel beziiglich der energeti-
schen Lage der Interbandiibergange (grin schraffiert).[ss] Das Edelmetall Gold zeichnet sich
durch leichte Funktionalisierbarkeit aus, sein Plasmonen-Peak bei 530 nm liegt in der Nahe des
Interbandiibergangs (2,5 eV), der zur Dampfung der Plasmonen fiihrt.™ 3 % Die Plasmonen
Resonanz des Goldnanopartikels hat eine geringere Signalintensitat im Vergleich zur einer gleich
dimensionierten Silber-Nanokugel. Im Fall von Silber liegen die Interbandiibergéange bei héherer
Energie (3,8 eV), deshalb ist ihre Plasmonenresonanz starker. Die spektrale Lage der Resonanz
wird durch die dielektrischen Eigenschaften des Materials bestimmt, weitere Faktoren sind die
Partikelgrof3e, -form und der Brechungsindex der nachsten Partikelumgebung.

6 T T T T T 20 6 T T T T T 20

o

0

o
L)
|
I
I
/
o
I
I
I
I
k
|
|
I
|
|
|
|
|
Al
o

-20

Extinction Efficiency
Extinction Efficiency

Juesuo) ouseIq
Juejsuo) ausI8Ig

400 600 800 1000 1200

. ;
Wave|ength / nm 400 600 800 1000 1200

Wavelength / nm

Abb. 7: Vergleich der theoretisch berechneten Extinktionswerte im Fernfeld einer Nanokugel von 20 nm
Radius (schwarze Kurve) und eines Core-Shell-Nanopartikels (blaue Kurve) bestehend aus 63 nm Silika
und 10 nm (A) Silber bzw. (B) Gold. Als Umgebung der Partikel wurde Ethanol gewahlt (Brechungsindex:
1,36). Der Real- (¢") und Imaginarteil (¢") der dielektrischen Funktionen (rote Kurven) wird fir (A) Silber
bzw. (B) Gold dargestelit.*™
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Mehrere Schalen

Unter Verwendung des Hybridisierungs-Modells kénnen auch die Eigenschaften von konzentri-
schen Nanopartikeln mit mehreren Schalen ermittelt werden. Durch die Wechselwirkung der un-
terschiedlichen Plasmonenresonanzen von inneren und aufReren Schalen treten im Extinktions-
spektrum weitere Peaks auf (Abb. 8).[57] Der Peak bei groBen Wellenlangen (1600 nm) entspricht
der Dipolresonanz. Die Resonanz bei 1000 nm enthalt den Beitrag der Quadrupol-Resonanz. Im
sichtbaren Spektralbereich werden héhere Multipolordnungen beobachtet. Die einzelnen Moden
entsprechen einer unterschiedlichen Polarisation der Schalen (Abb. 8, Il.).

R
R,

R, a
o
c
.0 ~ R \
Il k¥ " dipole
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Abb. 8: [.: Schematische Darstellung konzentrischer Nanoschalen. Die Struktur besteht aus einem SiO-
Nanopartikel mit Radius Ri, darauf aufgebracht ist eine Schale aus Gold mit dem Radius R, eine Schale
aus SiO, mit Radius Rz und einer Goldschale mit Radius Ra4. 1l.: Veranschaulichung der induzierten Polari-
sation in den konzentrischen Schalen fir die beobachteten Moden. lll.: Gemessenes Extinktionsspektrum

(durchgezogene Kurve) und beobachtete Eigenmoden nach dem Hybridisierungsmodell fir
SiO,/Au/SiOz/Au-Nanoschalen mit Durchmessern Ri/R2/Rs/Rs = 80 nm/107 nm/135 nm/157 nmP7.

2.3.5 Plasmonische Kopplungen

Meist werden metallische Nanopartikel aufgrund ihrer plasmonischen Eigenschaften in biosenso-
rischen Experimenten eingesetzt um die Sensitivitat konventioneller SPR-Sensoren zu
erhohen.® Eine Herausforderung stellt dabei die stabile Bindung der Nanopartikel an die Ober-
flache dar. Ein wichtiger Aspekt ist die Kontrolle ihrer Dichte auf der Oberflache ohne Bildung von
Aggregaten.[sgl In Abhangigkeit vom Abstand der Nanopartikel kdnnen plasmonische Kopplungen
auftreten. Die Herleitung der Wechselwirkungen im Ensemble mit Multipolen kann anhand eines
stark vereinfachten Modells zweier Dipole p; und p,, die sich im Abstand r befinden, betrachtet
werden.® Die Wechselwirkungsenergie V ergibt sich unter Beschrankung auf Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen zu

_ P1P2 — 3+ (B * 1) (P * ) Formel 22
B 4mreyr3

%4

Der Abstand der Nanoobjekte bestimmt die Uberlagerung der Felder der einzelnen Objekte, die
Polarisation und damit die Resonanzbedingung.
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Im Modell eines Dimers wird zwischen symmetrischen und antisymmetrischen Zustanden unter-
schieden.™” Fir kleine Distanzen zwischen den Partikeln werden die Ladungstrager bevorzugt an
den Enden konzentriert, wobei im Fall der (zum Mittelpunkt der Liicke zwischen den Partikeln)
asymmetrischen Mode (Abb. 9, rechts) eine verstéarkte attraktive Kraft und damit reduzierte Rick-
stellkraft auftritt. Die Resonanz ist zu kleineren Energien verschoben. Im Fall der symmetrischen
Ladungsverteilung findet aufgrund der Repulsion eine Verschiebung zu héheren Energien statt.

r r . : v
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Abb. 9: Resonanzposition als Funktion des Durchmessers von Goldnanostrukturen mit einer Periode von
780 nm auf 31 nm SiO; (links).*” Schematische Darstellung der Verteilung der Oberflachenladungen fir die
asymmetrische, dipolaktive Mode im Fall isolierter, schwach und stark koppelnder Zylinder (rechts).™”)

Typisch fiur starke plasmonische Kopplungen ist das Anticrossing Verhalten der Resonanzen

(Abb. 9, links), das mithilfe des Modells zweier gekoppelter harmonischer Ostzillatoren®®® erklart
wird."®!
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2.4 Abhangigkeit der optischen Antwort vom Brechungsindex

SPR-aktive Sensoren basieren auf der Abhéangigkeit der Resonanzwellenlange R vom Bre-
chungsindex. Mit wachsendem Brechungsindex erfolgt eine Rotverschiebung der Resonanz, man
spricht von Sensitivitat. Im Folgenden werden drei Falle unterschieden: der Sensitivitdt des Sen-
sors gegenuber der Volumenphase, bei Adsorption einer Monolage eines diinnen Films und von
Multilagen.

2.4.1 Sensitivitat gegentber der Volumenphase

2.4.1.1 Untersuchung auf Oberflachen

Experimentelle Untersuchungen an SPR-Sensoren®® als auch von goldbeschichteten Nanoparti-
kelfilmen (110 nm Polystyrol-Kugeln bedampft mit 20 nm Gold)"®” zeigen eine Verschiebung der
Resonanzlage infolge von Brechungsindexanderungen der Flissigkeit Uber dem Sensor. Die
Verschiebung der Resonanzwellenldange R wachst mit zunehmendem Brechungsindexunter-
schied An; der verwendeten Lésungen Uber dem Sensor so an, dass die Messwerte in einem
kleinen Brechungsindexbereich linear interpoliert werden kénnen.

R =m=*An, Formel 23

Die Steigung m der Geraden ist die Volumen-Sensitivitat. Im Fall der Nanopartikelfiime betragt sie
63,3 + 0,9 nm/RIU, das heil3t bei einer Anderung des Brechungsindex um 1 (entsprechend 1 RIU,
engl. refractive index unit) verschiebt sich die Resonanzwellenlange um 63,3 + 0,9 nm. Die Sensi-
tivitdt eines SPR-Sensors, der aus einem planaren Prisma mit einem Gold-Film von 50 nm be-
steht, ist um den Faktor 50 groRer.”!
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Abb. 10: Links: Abhé&ngigkeit der Resonanzwellenlangenverschiebung vom Brechungsindex der Umge-
bung von goldbeschichten Nanopartikelfimen (20 nm Gold auf 100 nm Polystyrolkugeln)[64] auf festem Tréa-
ger. Experimentell erfolgt die Brechungsindexvariation durch Verwendung von Fliissigkeiten mit unterschied-
lichem Brechungsindex z. B. Ethanol, Propanol und Glycerin-Wasser-Gemischen. Der Brechungsindex kann
mit einem Abbe-Refraktometer gemessen werden oder nach der Clausius-Mossotti-Gleichung berechnet
werden.™™ Der untersuchte Brechungsindexbereich von 1,0 RIU bis 1,5 RIU umfasst 0,5 RIU (RIU=refractive
index units). Rechts: Anderung der Resonanzwellenlange infolge von Brechungsindexanderungen in der
Umgebung eines SPR-Sensors, der aus einem planaren Prisma mit einem Gold-Film von 50 nm besteht.*
Der Verlauf ist in einem kleinen Brechungsindexbereich linear. Der dargestellte Bereich umfasst 0,0003 RIU.
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2.4 Abhingigkeit der optischen Antwort vom Brechungsindex

2.4.1.2 Untersuchung in Lésung

Berechnungen der Sensitivitdt von Kern-Schale-Nanopartikeln in Losung zeigen eine deutliche
Abhangigkeit vom Verhaltnis der Radien von Hiille und Kern (Abb. 11).%% ¥ |m dargesteliten
Beispiel wurde ein SiO,-Nanopartikel als Kern verwendet, das von einer Goldhille mit unter-
schiedlicher Dicke umgeben ist. Als theoretische Grundlage wurde die Erweiterung der Mie-
Theorie auf Kern-Schale-Nanopartikel eingesetzt und die Extinktionsspektren unter Variation des
Brechungsindexes berechnet. Die Anderung der Peakposition wurde als Funktion des Brechungs-
indexes aufgetragen und die Sensitivitdt, d.h. Steigung der Ausgleichsgeraden bestimmt. Die
Sensitivitédt nimmt mit wachsendem Schale-Kern-Verhaltnis exponentiell ab (Abb. 11, rechts). Jain
et al. fuhrt die reduzierte Sensitivitat auf die Abnahme des Feldes zurtick.
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Abb. 11: Links: Dargestellt ist die Verschiebung der Resonanzwellenlange als Funktion des Brechungs-
indexes von Kern-Schale-Nanopartikeln mit unterschiedlicher Schalendicke aus Gold (schwarz 40 nm, rot
30 nm, griin 20 nm, blau 10 nm, hell blau 8 nm, magenta 4 nm) und einer SiO,-Partikelgrof3e von 80 nm. [
Rechts: Abhangigkeit der Sensitivitdt vom Verhaltnis aus Schalendicke t zum Partikelradius R.*! Die wer-
te basieren auf theoretischen Berechnungen auf Grundlage der Mie-Theorie fir Kern-Schale-Nanopartikel.
Fur die Berechnungen wurden die Literaturwerte fir die dielektrischen Daten der Goldschale nach Johnson
und Christy“g] verwendet. Fir SiO, wurde ein konstanter Brechungsindex von 1,45 eingesetzt.

2.4.2 Sensitivitat gegenuber einer zusatzlichen Adsorbatschicht

Jung et al.®® untersuchte SPR-Sensoren, die aus einem planaren Prisma mit einem Gold-Film
von 50 nm bestehen. Fir die Anwendung als Biosensor ist die Empfindlichkeit des SPR-Signals
gegeniiber Molekulanlagerungen auf der Sensoroberflache entscheidend. Unter der Annahme,
dass die Adsorption in Form einer Monolage einheitlicher Dicke erfolgt (Abb. 12, rechts), kann
man die optischen Eigenschaften des Adsorbates und der Flissigkeit mit einem effektiven Bre-
chungsindex beschreiben.®®® Der Schliisselparameter bei der Berechnung des effektiven Bre-
chungsindex ist die Abschwéchung des evaneszenten Feldes mit der Entfernung von der Sen-
soroberflache. Die Abschwachung ist wellenlangenabhangig und wachst mehr als linear mit der
Wellenlange.[s] Typische Werte der Abschwachungslange im sichtbaren Spektralbereich liegen
bei 200 — 300 nm.B% B3 Kleine Nanopartikel haben wesentlich kiirzere Abschwachungslangen
(~5-15 nm).[67] Die Abhéangigkeit der SPR-Antwort vom effektiven Brechungsindex I&sst sich in
einem einfachen mathematischen Zusammenhang darstellen. Die Anderung der Resonanzlage R
ergibt sich aus dem Produkt aus Sensitivitdt m und Brechungsindexéanderung von der Flussigkeit
n; zum Adsorbat n, mit der Filmdicke d sowie Abschwachungslénge .
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2 Theorie

—2d
R = m(n, —ny) (1 _ eT) Formel 24

Die Sensitivitat von SPR-Sensoren liegt in der Gréf3enordnung von 2*10° nm/RIU und ermdglicht
die Detektion im 0,1 pg/mmz-Bereich[63] bei einer linearen Sensorantwort bis zu einer Schichtdicke
von 200 nm. Ferner sind eine Echtzeitdetektion von kinetischen Prozessen mit einer lateralen
Auflésung von 10 um und Anwendungen im Arrayformat moglich.'®®

Ist die Filmdicke kleiner als die Abschwéachungslange kénnen héhere Terme nach der linearen
Néaherung in der Taylor-Reihe vernachlassigt werden.

2d Formel 25
R =m(n, — ns)T

Fur nasschemisch metallisierte dielektrische Nanopartikel (500 nm Silika-Kugeln) wurde die Sen-
sitivitat flr Alkanthiole unterschiedlicher Kettenldnge durch Korrelation zwischen der Peak-
Verschiebung im Extinktionsspektrum infolge der Molekiladsorption und der Massendichte des
Adsorbates bestimmt. Die Massendichte wurde aus der Abschwachung des Auy-Peaks des XPS-
Signals berechnet. Die Untersuchung ergab einen linearen Zusammenhang zwischen Massen-
dichte (bzw. Filmdicke) und Wellenlangenanderung der Resonanz. Eine Verschiebung von 1 nm
entspricht einer Massendichte von 34 ng/cm? bzw. 4 A Adsorbat-Filmdicke.* ©! Die Sensorant-
wort ist linear tiber Filmdicken von 75 nm und eine Massenbelegung von 600 ng/cm? hinaus.®
Alkanthiole bilden auf Goldoberflachen selbstorganisiert geordnete Monolagen (SAM), wéahrend
Proteine inselartig adsorbieren. Die lineare Naherung kann auch fir Proteine angenommen wer-
den, wenn die Dicke der Proteininseln kleiner als die Abschwéachungslange ist und die Bre-
chungsindizes der verwendeten Proteine und Alkanthiole in der gleichen Gréf3enordnung liegen.
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Abb. 12: Abhéangigkeit der SPR-Resonanz von der Dicke des Adsorbates (links) und schematisches Dia-

gramm der Zweilagenstruktur aus dem Adsorbat a mit der Dicke d, dem Brechungsindex na und der Flissig-
keit tiber dem Sensor mit Brechungsindex ns (rechts).’®®
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2.4 Abhingigkeit der optischen Antwort vom Brechungsindex

2.4.3 Sensitivitat gegentber Multilagen

Die Detektion spezifischer Bindungsereignisse erfordert die Betrachtung mehrerer Schichten. Als
Beispiel wird eine Dreilagenstruktur betrachtet. Die erste Schicht Giber dem Sensor ist durch die
Akzeptorschicht b gegeben, welche die Sensoroberflache funktionalisiert. Die zweite Schicht wird
durch spezifisch gebundene Biomolekiile gebildet, die dritte Schicht entspricht der Probenfliissig-
keit. Durch die zuséatzliche Schicht b wird die Resonanzéanderung R abgeschwacht.

—2d\ -2b
R = m(n, —ny) <1 _ eT) o T Formel 26
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2.5 Oberflachenstrukturierung mit selbstorganisierenden Monolagen
(SAMs)

Anwendungsbereiche wie Mikroelektronik und Biosensorik," die eine Strukturierung von Ober-
flachen im Mikrometerbereich oder eine Verbindung anorganischer und organischer Materialien
erfordern, nutzen zunehmend selbstorganisierende Monolagen zur Miniaturisierung der entwickel-
ten Systeme.m] Dabei handelt es sich um organische diinne Schichten, die bei Adsorption auf
Oberflachen aus Lésungen unter Minimierung der freien Energie selbsttéatig zweidimensionale
Schichtsysteme mit hoher Belegungsdichte und hohem Ordnungsgrad bilden. 7@ ! Molekiile, die
als selbstorganisierte Monolagen adsorbieren, bestehen aus drei Komponenten (Abb. 13). Die
Kopfgruppe verankert das Molekul auf der Oberflache, das Gerist oder Ruckgrat besteht aus
einer organischen Kette, welche die Anordnung der Molekule durch van-der-Waals-
Wechselwirkung benachbarter Molekile und den dadurch hervorgerufenen Energiegewinn von
einigen kJ pro Mol bestimmt."®! Fir die Funktionalisierung entscheidend ist die Endgruppe, die
zur Modifikation der Grenzflache hinsichtlich physikalischer und chemischer Eigenschaften, z.B.
zur Oberflachenstrukturierung mittels gezielter chemischer Bindung von Nanopartikeln, eingesetzt
wird.

Endgruppe Definition der physikalischen
(-CH,, -OH, ...) { und chemischen Eigenschaf-
[ ten des Films
Alkylkette ‘ | Intermolekulare van-der-
(-(CHy),4-) Waals-Wechselwirkung -
Kopfgruppe l Chemisorption an die

(-SH, - SiCl,, - COOH ) (/\) Oberflache

i . / /‘
Substrat 1
7 Au, Ag, SiO,, GaAs, . ﬁ
//4/4///42/4_////

Abb. 13: Links: Schematischer Aufbau selbstorganisierender Monolagen aus drei Komponenten: die
Kopfgruppe bindet Gber Chemisorption an die Oberflache, die intermolekularen Wechselwirkungen der Ge-
ristkomponenten bestimmen die raumliche Orientierung der Molekiile, die funktionellen Endgruppen steuern
die physikalischen und chemischen Grenzflacheneigenschaften.[71] Rechts oben: Darstellung der hochge-
ordneten Struktur von Alkanthiol-Molekulen auf einem Goldsubstrat. Die Verkippung der Alkankette beziig-
lich der Probennormalen betragt etwa 30°. Rechts unten: Hochgeordnete Adsorptionsplatze der Alkanthio-
le auf einer Au(111)-Oberflache.[™

Beispiele sind Silane und Thiole. Letztere haben aufgrund der Schwefelkopfgruppe eine hohe
Affinitat zu Minzmetallen, wie Gold, Silber oder Kupfer, die zusatzlich plasmonische Anregungen
ermoglichen.”™ Die Bindung des Schwefelmolekiils an Gold lasst sich nach dem HSAB-Konzept
von R. G. Pearson auf die leichte Polarisierbarkeit der ,weichen Sauren® zurtckfihren und erhalt
einen damit verbundenen kovalenten Charakter mit der Bindungsenergie von 188 kJ/mol. 78] [43)
Die Bildung der selbstorganisierten Monolage (SAM) und Bindung als Thiolat folgt der Gleichung:

RSH + Au(0),, — RS-Au(l).Au(0),¢
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2.5 Oberflachenstrukturierung mit selbstorganisierenden Monolagen (SAMs)

Thiole bilden auf Gold eine hoch geordnete (x/? X x/?)R30° Struktur (Abb. 13, rechts) mit einem
Tiltwinkel von 30°.1"

Auf doppelte Weise gewannen SAMs Bedeutung im Bereich der Biosensorik. Ein wichtiger As-
pekt ist die Unterdriickung der unspezifischen Proteinadsorption” bei gleichzeitiger toxikologi-
scher Unbedenklichkeit und guten Korpervertraglichkeit aufgrund der geringen Immunogenizitét.
Zum anderen dienen sie als Grundbaustein zur Funktionalisierung von Oberflachen. In dieser
Arbeit werden SAMs als Beschichtungstechnik zur Herstellung mikrostrukturierter Sensoren mit-
tels Mikrokontaktdruckens und zum Aufbau dreidimensionaler metallorganischer Geriststruktu-
ren, sogenannte MOFs (metal organic frameworks), verwendet.

2.5.1 Mikrokontakt-Drucken

Besonders interessant ist die Erzeugung von Mikrostrukturen ausgehend von chemisch struktu-
rierten Bereichen auf festen Oberflachen, z.B. strukturierte selbstassemblierte Monolagen von
Alkanthiolen auf Goldsubstraten. Diese erméglichen die gezielte Funktionalisierung von Oberfla-
chenbereichen mithilfe von chemischen Gruppen zur Anbindung von Partikeln””” oder Biomolekii-
len.’® Eine wichtige Alternative zur Photolithographie stellt das Mikrokontakt-Druckverfahren
nach Whitesites dar.” " Unter Verwendung einer Vorlage, z.B. eines mittels Photolithographie
oder lonenatzverfahren hergestelltem Silizium-Masters, kann ein Elastomerstempel definierter
Struktur gegossen werden. Impft man diesen mit der gewilinschten Substanz, lasst sich die Stem-
pelstruktur als Negativabdruck auf das Substrat Gibertragen. Die Zwischenrdume kdnnen passi-
viert oder chemisch funktionalisiert werden und als Adsorptionsplatze dienen (Abb. 14).'") Der
Vorteil der Methode besteht in der schnellen und groR3flachigen Strukturierung von Oberflachen.
Hierzu kénnen auf ebenen Oberflachen rollbare strukturierte Stempel eingesetzt werden. Auch
nicht ebene Oberflachen kdnnen strukturiert werden. Das Verfahren ist durch eine Strukturauflo-
sung von 100 nm begrenzt.™

elastomer stamp
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Abb. 14: Links: Schematische Darstellung des pC-Druck-Verfahrens auf Gold zur gezielten Adsorption
von Nanopartikeln:[77] a) Stempeln vom Oktadecanthiol b) Fillen der Licken mit Natriumthioglykolat (TG)
c) Partikeladsorption. Rechts: Verfahren zur groR3flachigen Funktionalisierung von ebenen und nicht
planaren Oberflachen. Hierzu kénnen rollbare Stempel (rechts, oben) eingesetzt werden oder nicht ebene

Gold-Oberflachen Gber den Stempel gerollt werden (rechts, unten).[”]

Das Mikrokontaktverfahren mit Thiolen, die eine Carboxylgruppe aufweisen, erfordert eine Akti-
vierung mit EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid) und NHS (N-Hydroxysuccinimid)
um z. B. Nanopartikel, die Uber eine Aminogruppe verfugen, kovalent zu binden. Bei der Aktivie-
rung erfolgt eine chemische Reaktion®”! (Abb. 15), in der die Sauregruppe des Thiols aktiviert und
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2 Theorie

somit die Ausbildung einer Peptidbindung mit den Aminogruppen auf den Partikeln erleichtert
wird. Dieses Verfahren ist analog zur Carbodiimid-Methode,® die bei der Peptidsynthese Ver-
wendung findet, und basiert auf der Bildung eines reaktionsfahigen O-Acylisoharnstoffderivats
aus der Saure und EDC.®” Es entsteht ein aktiviertes Carbonsaurederivat unter Abspaltung eines
Harnstoffderivats und Reaktion mit NHS."®”

, )
N O N
o) N \
o+ N—C=Nﬁﬁ R0y /
R” “OH — H\—N\
=0
o” N
OH
o ° 0
RJ\OD + /\H)LH/\/\N/

Abb. 15: Carbodiimid-Methode zur Aktivierung der Carbonsaure.®”

2.5.2 Metall-organische Geriststrukturen (MOFs)

Hochpordse metallorganische Kéfigverbindungen gewinnen zunehmend Interesse zur Anwen-
dung als Speichermaterialien, wie Gasspeicher fur Brennstoffzellen, zur Bereitstellung weiterer
Adsorptionsplatze durch Beladung von Poren in der Sensorik und als medizinische Implantate zur
gezielten und langsamen Freigabe von Medikamenten durch Diffusion. Dunne MOF-Schichten
bestehen zunachst aus Geriisteinheiten, die aus mindestens zwei Komponenten aufgebaut sind.
Metallkomplexe werden durch organische Linker verknlpft. Abhangig von der Produktionsmetho-
de kénnen zweierlei Typen hergestellt werden, die sich hinsichtlich Struktur und Eigenschaften
unterscheiden. Partikulare MOFs werden in einem solvothermalen Prozess in einer Stammldésung
hergestellt, indem Metallionen Uber Linkermolekile verbunden werden. Die Dimensionen der
Linkermolekile bestimmen die PorengréRe. Beim Aufbringen der selbstassemblierten Kafigver-
bindungen entstehen polykristalline Schichten. Die Erzeugung wohlgeordneter homogener
Schichten mit definierter Kristallorientierung, sogenannte SURMOFs (surface grown crystalline
metal-organic framework multilayers) basiert auf epitaktischen Methoden, der sogenannten Flis-
sigkeitsepitaxie. Dieses Verfahren wurde in der Gruppe von Herrn Prof. Dr. Christof Woll (KIT)
etabliert. Die Herstellung erfordert mehrere Arbeitsschritte beginnend mit einer mafRgeschneider-
ten Funktionalisierung durch Thiol-SAMs, deren Endgruppe dem Liganden-Terminus entspricht
und Metallionen einfangt. Der Wachstumsprozess erfolgt in einem Schritt-fur Schrittverfahren, das
aus Zugabe der Ligandenlésung, Spulen und Zugabe der Metallionenlésung besteht (Abb. 16).
Die Kristallstruktur der entstandenen Mehrfachschichten wird mittels Réntgendiffraktometrie cha-
rakterisiert, die Orientierung kann mit Reaktionssequenzierung gesteuert werden.®? 3 pie Netz-
werke besitzen ein groRes Porenvolumen und eine Oberflache bis zu 6000 m?®/g bei gleichzeitig
geringer Dichte (0,21 g/cm®). Eine weitere wichtige Eigenschaft ist die Temperatur Stabilitat bis zu
300 — 400°C."*
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2.5 Oberflachenstrukturierung mit selbstorganisierenden Monolagen (SAMs)

Abb. 16: Schematische Darstellung der Herstellung von SURMOFs auf Substraten, die mit einem SAM
funktionalisiert wurden.®®!

Die Materialeigenschaften sind durch die Wahl der Bausteine und deren Verknipfungen kontrol-
lierbar. Dadurch kann die Harte des Materials, die Flexibilitat, Dichte, Gitterabstdnde und Bede-
ckung der Probe mit funktionellen Gruppen in drei Dimensionen ,maflgeschneidert" werden.®®
Durch Modifikation des Herstellungsprozesses gelang es SURGELe zu erzeugen. In diesen Ge-
riiststrukturen werden die Metallionen herausgelost und die Linkermolekiile kovalent verknupft.’®”
Dadurch wird eine hohe Stabilitat unter Flissigkeit erreicht. Dies erweitert das Anwendungsspekt-
rum der Geruststrukturen. Beispielsweise konnten SURGELe mit dem Einfachzucker Arbinose
beladenen werden und so das Wachstum von E.coli Bakterien und P.putida férdern. Das Anwen-
dungspotential zur Manipulation der Zelladh&sion konnte Uber das grun fluoreszierende Protein
GFP nachgewiesen werden.

Bemerkung

Fur die Entdeckung und Weiterentwicklung des griin fluoreszierenden Proteins aus der Qualle
Aequorea victoria erhielt Osamu Shimomura,’®® ®9 Mmartin Chalfie und Roger Y. Tsien 2008 den
Nobelpreis fiir Chemie.® Dieses Protein ist als schaltbarer Fluoreszenzmarker von groRem Inte-
resse im Bereich der Molekularbiologie in Verbindung mit hochauflésenden Lichtmikroskopiever-
fahren. Fur die GFP Super Resolution Lokalisations-Mikroskopie wurde ein US-Patent erteilt, das
Herr Prof. Dr. Dr. C. Cremer 2008 einreichte.[®! (92 [%3]
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2.6 Mikroskopie unterhalb des Abbe-Limits und Charakterisierung
der Proben

In vielen Bereichen erfordert die Weiterentwicklung innovativer Technologien eine Verfeinerung
und Miniaturisierung bestehender Systeme.[94] Dadurch entsteht zunehmender Bedarf an pro-
zessfreundlichen Qualitéts- und Abmessungskontrollen von beispielsweise elektrischen Bauele-
menten, wie integrierten Schaltkreisen und Transistoren® neben strukturierten Oberflachen fiir
biosensorische Anwendungen,®® Metamaterialforschung und Medizintechnik.®” Zusatzlich fiihr-
ten bessere Strukturierungsmethoden zu neuen Kontroliméglichkeiten von Materialeigenschaften,
z. B. im Bereich der Optronik,[BO] der Kombination aus Optik und Plasmonik. Inspiriert von diesem
Ansatz charakterisierten Stranahan und Willets®™ plasmonische Nanostrukturen unter Verwen-
dung von die Einzelmolekiloberflachenverstarkte Ramanspektroskopie (SERS).[%] Die Grenze
technologischer Bemiihungen zur Verkleinerung optischer Instrumente, Detektoren, Lichtquellen
oder Abbildungen von Strukturen, ist das Abbe-Kriterium.*® Daher sind nur Einzelkontrollen von
Nanostrukturen mittels Elektronenstrahimikroskopie unter Hochvakuumbedingungen maoglich, weil
lichtoptische Analyseverfahren durch die Wellennatur des Lichtes beugungsbegrenzt sind.

Fir die Grundlagenforschung im Bereich der Elektronenoptik und fir die Entwicklung des ersten
Elektronenmikroskops erhielt Ernst Ruska 1986 den halben Nobelpreis fir Physik.[ggl Die andere
Halfte erhielten Gerd Binning und Heinrich Rohrer fir die Entwicklung des STM (Scanning tunnel-
ing microscope). Eine Auflésung unterhalb des Abbe-Beugungslimits wird durch weitere hochauf-
Iosende Verfahren erreicht. Hierzu zéhlen beispielsweise die Neutronenstreuung (Nobelpreis
1994 fir Bertram N. Brockhouse)”oo], Rontgenstreuung, Rasterkraftmikroskopie, Raster-Nahfeld-
Mikroskopie (SNOM, Scanning Nearfield Optical Microscopy) sowie Weiterentwicklungen der
Fernfeld-Mikroskopie-Methoden, die unter dem Begriff RESOLFT-Mikroskopie (engl. reversible
saturable optical flurorescence transitions) zusammengefasst werden.

In dieser Arbeit werden zwei hochauflésende abbildende Verfahren verwendet, die Rasterelektro-
nenmikroskopie und die Lokalisationsmikroskopie (SPDM, Spektrale Prazisions-Distanz-
Mikroskopie).

2.6.1 Rasterelektronenmikroskop

2.6.1.1 Aufbau des Rasterelektronenmikroskops (REM)

Das Rasterelektronenmikroskop ist ein sehr wichtiges Gerat zur Abbildung von Oberflachen mit
Hilfe von Elektronen. Die Aufldsung betragt ca. 10 nm. Das Rasterelektronenmikroskop besteht
aus mehreren Hauptbestandteilen, der Elektronenquelle, dem Linsensystem, dem Probenraum,
den Detektoren und dem Hochvakuumsystem mit Pumpen (Abb. 17, Iinks).[ml] [o2)

Die Erzeugung der Elektronen in dem in dieser Arbeit verwendeten Gerat erfolgt unter Einsatz
einer Schottky-Feldemitter-Kathode. Diese kombiniert die thermische Emission von Elektronen
und den Feldeffekt. Die Kathode besteht aus einer Wolframspitze mit einem Zirkoniumoxid-
Reservoir, das die Austrittsarbeit der Elektronen herabsetzt.'*? Es wird eine Spannung von eini-
gen kV angelegt, wobei Felder von 10" V/m erzeugt werden. Die Feldstarke lasst sich aus dem
Quotienten der angelegten Spannung und dem Kriimmungsradius der Spitze abschatzen, der
einige 10 nm betragt. Die Spitze wird mittels Atztechniken hergestellt.[los] Die so erzeugten pri-
maren Elektronen werden nach Durchlaufen eines Wehnelt-Zylinders, einer Beschleunigungs-
spannung von 1 — 100 kV zwischen Kathode und Anode beschleunigt und mit einem elektromag-
netischen Linsensystem bestehend aus Spulen auf die Probe fokussiert.
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2.6 Mikroskopie unterhalb des Abbe-Limits und Charakterisierung der Proben

Die Wechselwirkung mit der Probe erfolgt auf elastische und nicht elastische Weise (Tabelle 1)
bis zu einer Informationstiefe von ca. 10 um."®! Diesen Bereich der Probe bezeichnet man als
Elektronendiffusionswolke oder Streubirne (Abb. 17).

Eine wichtige Rolle spielt dabei der differentielle Wechselwirkungsquerschnitt o. Er gibt die Wahr-
scheinlichkeit an, mit der ein Teilchen in eine gewisse Richtung gestreut wird."®! Betrachtet man
die elastische Streuung von Elektronen am Kern ergibt sich unter Vernachlassigung des Spins
eine Abhangigkeit von der Geschwindigkeit v, der Elektronenmasse m,, der Kernladungszahl Z
und dem Winkel 6, der die Richtungsanderung der Bewegung infolge des Streuprozesses angibt.
Nach Rutherford ergibt sich der differentielle Streuquerschnitt:

da_< Ze? )2 1
a0 8regm,v sin‘*g Formel 27

£ ist der Raumwinkel, den der Detektor umfasst.
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Abb. 17: Links: Aufbau des Rasterelektronenmikroskops und Position des Inlens- und SE2-Detektors.
Rechts: VergroRerter Ausschnitt der Streubirne mit den Wechselwirkungsprodukten des Primérelelektro-
nenstrahls (nach "%%).

Kollektor Gitter

Tabelle 1: Wechselwirkungsprodukte des Primarelektronenstrahls mit Materie

Wechselwirkungsprodukt Probentiefe [nm]
Auger Elektronen 1-2

Sekundar Elektronen (SE) 10-100
Ruckgestreute Elektronen (BSE) bis 2500
Charakteristische Réntgenstrahlung bis 5000
Bremsstrahlung bis 5000
Kathodolumineszenz (CL) bis 10000

Der Primérelektronenstrahl wechselwirkt mit der Probe sowohl auf elastische (Rutherford-
Streuung, Coulomb-Wechselwirkung mit Atomkernen) als auch nicht elastische Weise. Nicht elas-
tische Wechselwirkungen mit der Atomhille des Probenmaterials fihren zur Emission von Se-
kundarelektronen, die eine Energie von bis zu 50 eV haben und aus den oberen Schichten (< 2
nm) des Probenmaterials austreten.
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Zusétzlich treten Plasmonenanregungen, Bremsstrahlung, charakteristische Rontgenstrahlung
(deren Ausdringtiefe im um-Bereich liegt) bzw. Auger-Elektronen auf. Letztere entstehen durch
die lonisation innerer Schalen. Ebenso werden bis zu einer Eindringtiefe von 1 — 10 pm tausende
Elektronen-Loch-Paare erzeugt.[ml] Der Prozess ist sowohl abhéngig von der Energie der Primér-
elektronen als auch vom Probenmaterial.

Durch die Exzitonen tritt in Halbleitermaterialien, bei denen die Bandliicke 1 — 3 eV betragt, infol-
ge des Relaxationsprozesses Kathodolumineszenz auf.™® per Energieverlust pro zurtickgelegter
Strecke x ist hauptsachlich gegeben durch die Bremsstrahlung und lonisation.

(_d_E) _(_d_E) +(_d_E) Formel 28
dx total dx ion dx brems

Da Elektronen im Vergleich zu Protonen eine geringe Masse aufweisen, erfolgt ein entscheiden-
der Energieverlust durch Bremsstrahlung. lonisation tritt auf, wenn die beim StolR Ubertragene
Energie groRer als die Bindungsenergie und Austrittsarbeit ist."* "°”) Die Trajektorien der Elekt-
ronen konnen mit Monte Carlo Simulationen berechnet werden (Abb. 18).12%%
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Abb. 18: Monte-Carlo Simulation der Trajektorien von Primar-Elektronen (3 keV, Strahldurchmesser 1 nm)
beim Eintritt in einen Festkorper (aus Gold) als Tiefenprofil (a) und Flachenprofil (b). Nur Priméar-Elektronen
auf den rot gezeichneten Trajektorien verlassen die Probe !

2.6.1.2 Detektoren

In dieser Arbeit werden zwei Detektoren verwendet, zum einen der SE2-Detektor und zum ande-
ren der Inlens-Detektor.

Der SE2- oder Everhart-Thornley-Detektor (Abb. 19) ist aus mehreren Hauptbestandteilen aufge-
baut, dem Kollektor, der durch Anlegen einer positiven Spannung Elektronen ansaugt, dem Szin-
tillator, der Photokathode und dem Photomultiplier. Der Szintillator ist mit einer Metallschicht um-
hillt, die von hochenergetischen Elektronen durchdrungen wird. Diese Elektronen erzeugen in
der Szintillatorschicht (z. B. Nal oder ZnS) tausende Elektron-Loch-Paare (3 eV pro Paar), bei
deren Rekombination in etwa 1% der Féalle die Energie in Form von Licht frei wird. Dieses wird auf
eine Photodiode geleitet und erzeugt Photoelektronen, die mit einem Photomultiplier verstarkt
werden. Zur Signaldetektion flieRen die Elektronen Uber einen Widerstand am Ende des Photo-
multipliers zur Masse ab. Der Spannungsabfall wird zur Bildgebung genutzt. Durch die seitliche
Positionierung des Detektors im Elektronenmikroskop eignet er sich besonders gut zur Darstel-
lung von Topographiekontrasten.
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Kollektor

Abschirmung u. Netz PE
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SE
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Abb. 19: Darstellung des SE2- oder Everhart-Thornley-Detektor.”®"! PE sind die primaren Elektronen, SE
sind die Sekundarelektronen und RE sind Ruckstreuelektronen.

Der Inlens-Detektor befindet sich in der Elektronenséule oberhalb der Objektivlinse und detektiert
Elektronen, die in die Saule zuriickgestreut werden. Die Sekundéarelektronen treten nur aus den
oberen Schichten des Objektes mit geringer Energie aus. Sie werden mit einem Beam-Booster
beschleunigt, bevor sie auf einen Szintillator treffen. Der Szintillator umschlie3t den Primarelekt-
ronenstrahl ringformig. Auftreffende Elektronen erzeugen Kathodolumineszenz. Die Kathodolumi-
neszenz wird mit einer Photodiode nebst Photomultiplier verstéarkt und in ein elektrisches Signal
umgewandelt. Der Detektor eignet sich besonders gut zur Bestimmung von lateralen Distanzen,
weil man bedingt durch das geringe Wechselwirkungsvolumen der Sekundéarelektronen eine hohe
Auflésung der Probenoberflache erreicht.

2.6.1.3 Kontrastarten

Der Kontrast einer Aufnahme hat zwei Hauptursachen. Er ist zum einen durch Topographie und
zum anderen materialbedingt.**! ™ Demnach erscheinen Fliachen hell, die zur vermehrten De-
tektion von Sekundarelektronen beitragen. Dies ist der Fall, wenn die Flachen einen kleinen Win-
kel zum Priméarelektronenstrahl aufweisen (Flachenneigungskontrast), dem Detektor zugewandt
sind (Abschattungskontrast), Uber herausspringende Kanten verfligen (Kanteneffekte) oder rau
sind (Rauhigkeitskontrast). Zusatzlich fihren Materialkontraste zu einem besseren Eindruck von
der Oberflache. Hell erscheinen Bereiche mit groRer Ordnungszahl aufgrund des hoheren Rick-
streukoeffizienten (Materialkontrast) und negativ geladene Bereiche, die vermehrt Elektronen
emittieren (Potentialkontrast). Hinzu kommen Einflisse durch die Neigung von Kristallebenen
(Kristallorientierungskontrast) oder Magnetfelder (Magnetfeldkontrast).

2.6.2 Auflésungsgrenze

Die Auflésung des Bildes einer Oberflache hangt von mehreren Faktoren ab, dem Detektor, dem
Praparat, Linsenfehlern, Eindringtiefe bzw. Wechselwirkungsvolumen und ist durch die Beugung
von Licht begrenzt.

Die Auflésungsgrenze wurde bei Untersuchungen mit Licht von Ernst Abbe auf Grundlage der
Beugung an Strichgittern und von Baron Rayleigh ausgehend von selbstleuchtenden Objekten
formuliert. Demnach erscheinen Objekte aufgrund der Wellennatur des Lichtes als Streuscheib-
chen, dem sogenannten Airy-Scheibchen (Abb. 20).[109]
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Abb. 20: Links: Darstellung des Streuscheibchens eines punktférmigen Emitters und des dreidimensiona-
len Intensitatspeaks (Airy-Funktion). Rechts: Grenze der Auflésung im Falle benachbarter Punkte. Die
Intensitat ist normiert und farbkodiert dargestellt (nach ™% %,

Die Objektposition ist am Ort des Maximums des Intensitatspeaks, deshalb missen die Streu-
scheibchen benachbarter Punkte trennbar sein. Dies ist der Fall, wenn das Maximum des zweiten
Objektes im Minimum des ersten Punktes oder weiter entfernt liegt. Rayleigh formulierte den mi-
nimalen auflésbaren Abstand in Abhangigkeit von der Wellenlange des Lichts, das vom selbst-
leuchtenden Objekt ausgeht, dem Brechungsindex n des Mediums zwischen Objektiv (Frontlinse)
sowie Objekt und dem maximalen halben Offnungswinkel a zwischen einem Objektpunkt und
dem Objektiv.

Formel 29
dmin = OO i

Nach Abbe ergibt sich ein Vorfaktor von 0,5. Unter Verwendung von Laserlicht mit einer Wellen-
lange von 647 nm, einem maximalen halben Aperturwinkels von 90° und dem maximalen Bre-
chungsindex n = 1,5 ergibt sich eine laterale Auflésung 263 nm (nach Rayleigh).

Gedankenexperiment von Heisenberg

Heisenberg fuhrte 1930 in seinem Gedankenexperiment zum Gammastrahlenmikroskop die Auf-
I6sungsgrenze auf das Unschérfeprinzip der Quantenmechanik zuriick.™ 2 ym eine optimale
Positionsbestimmung eines Objektes im Blickfeld des Mikroskops zu erreichen, miissen ein Ob-
jektiv moglichst groRer numerischer Apertur und Wellen kirzester Wellenldnge verwendet wer-
den. Die Ortsbestimmung erfordert mindestens die Detektion eines Photons, das am Objekt ge-
streut wird. Der Einfallswinkel des Photons in die Optik ist auf den halben Offnungswinkel o des
Objektivs genau bestimmbar (Abb. 21).

Entscheidend fir die Auflésung in x-Richtung ist die x-Komponente des Wellenvektors k, nach der

Streuung. Dieser liegt im Intervall [-kqsin(a), kesin(a)] mit der Wellenzahl ko, des Photons. Die Un-
2

schéarfe betragt Ak, = 2k,sin(a) und fihrt mit einem auflésbaren Abstand von d > Tmesint) zur
Unschéarfe der Bildposition Ax > m Es folgt die Heisenbergsche Unschéarferelation

Ax * Ak, > 2m.
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Teilchen

Photon

Beleuchtung

Abb. 21: Prinzipskizze zum Heisenbergschen Gedankenexperiment**!

2.6.3 Lokalisationsmikroskopie

Die Fahigkeit biologische Systeme auf Einzelmolekllniveau zu analysieren gewinnt zunehmend
an Bedeutung.[lle’] Die grundlegende Verbesserung der optischen Auflosung der Weitfeld-
Fluoreszenzmikroskopie zu hochauflésenden Methoden wie 4 Pi,™* Structured Illumination
Microscopy (SIM) und die zahlreichen Anwendungen der Lokalisationsmikroskopie, wie SPDM,
PALM, STORM, ermdglichen eine Detektion unterhalb des Beugungslimits. Das Kernstiick der

Methoden sind schaltbare Fluoreszenzfarbstoffe, entweder organische Farbstoffe oder Quanten
Dots [115] [116] [117] [118]

2.6.3.1 Fluoreszenz

Betrachtet man die Wechselwirkung von Licht und Materie, unterscheidet man drei elementare
Absorptions- und Emissionsprozesse: die induzierte Absorption, induzierte Emission und sponta-
ne Emission.™ Unter induzierter Absorption versteht man den Ubergang eines Molekiils unter
Beachtung der Auswahlregeln in einen energetisch angeregten Zustand durch Aufnahme eines
Photons passender Energie (Abb. 22). Die Wahrscheinlichkeit fir diesen Prozess ist gegeben
durch das Produkt des Einsteinkoeffizienten fir induzierte Absorption, der proportional zum Be-
tragsquadrat des elektrischen Ubergangsmomentes ist, mit der spektralen Energiedichte am Ort
des Molekiils."*® Geht das Molekiil von selbst spontan in einen energetisch niedrigeren Zustand
gleicher Multiplizitét tGber, spricht man von Fluoreszenz. Sei A; die Wahrscheinlichkeit fur diesen
Ubergang pro Zeit, so ist der Kehrwert von A; die mittlere Lebensdauer des angeregten Zustands.
Tragen weitere Deaktivierungsprozesse bei, wie inelastische St6Re, so andert sich die Uber-
gangswahrscheinlichkeit und man definiert eine effektive Lebensdauer. Typische Werte liegen im
Nanosekundenbereich. Die Intensitat eines Vibrationsibergangs ist proportional zum Be-
tragsquadrat des Ubergangsmomentes. Im Rahmen der Born-Oppenheimer Naherung, d.h. unter
der Annahme, dass sich die Atomrimpfe viel langsamer als die Elektronen bewegen, kann man
das Ubergangsmoment als Produkt der Wellenfunktionen (i) des Ausgangs- (v°) und Endzu-
standes (v"') beschrieben werden. Das Ubergangsmoment ist gegeben durch das elektronische

Ubergangsmoment R, und das Uberlappungsintegral, dessen Quadrat der Frank-Condon-Faktor
. . [119]
ist.

R., = R, f 1[),,7 *1[},,”dr Formel 30
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Abb. 22: Energieniveaus von Singulett-Grundzustand Sp und Anregungszustand S; sowie Triplett-Zustand
T1 und deren Vibrationsniveaus v;. IC=Internal Conversion, ISC= Inter System Crossing, FI= Fluoreszenz
und Ph= Phosphoreszenz.**!

2.6.3.2 SPDM-Arbeitsprinzip

Ziel der hochauflosenden Methoden ist es auch nahe beieinander liegende Objekte getrennt zu
detektieren. Nach dem Abbe Kriterium sind benachbarte Fluorophore gleicher spektraler Signatur
nur auflosbar, wenn die Beugungsscheibchen des emittierten Lichtes unterscheidbar sind. Die
Unterscheidbarkeit zweier Molektle hangt von deren Abstand und den Eigenschaften des emit-
tierten Lichtes (spektrale Signatur) wie z.B. Spektralfarbe (Abb. 23), Lebensdauern angeregter
Zustande oder Zeitabhangigkeit der Lumineszenz ab.

a) b) c)

Normierte Intensitat

f T T T T T P
0 100 200 300 400

Wellenlange [nm]

Abb. 23: Prinzip der SPDM a) Drei im Abstand von jeweils 50 nm liegende mit unterschiedlicher spektraler
Signatur leuchtende Punkte b) das von ihnen erzeugte Beugungsbild und c) deren Intensitatsverteilung. Die
einzelnen Punkte sind getrennt erkennbar (nach *2%).

Eine Auflésung innerhalb dieses Abstandes wird erreicht, wenn die Trennung der Signale mithilfe
eines Filters aufgrund unterschiedlicher Emissionswellenlangen, dem sogenannten Stokes-Shift,
maoglich ist oder die Blinkfrequenz unterschiedlich ist, d.h. die Fluorophore abwechselnd aufleuch-
ten. Der Aufenthaltsort entspricht dem Maximum des Beugungsscheibchens.[122"123]
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Photoschalten von konventionellen Fluorophoren

Die Idee der spektralen Prézissions-Distanz Mikroskopie besteht darin die Fluorophore nicht
gleichzeitig zu detektieren, sondern durch An- und Ausschalten Signale einzelner Molekile mit
separierbaren Abstanden zu erhalten. Hierzu werden zuerst alle Fluorophore durch eine hohe
Laserintensitat ausgeschaltet. Aus diesem Aus-Zustand kehren wenige Molekile stochastisch
zurlick. Nimmt man in einer schnellen zeitlichen Abfolge Bilder der Fokusebene auf, sind die Flu-
oreszenzereignisse auf einer Einzelaufnahme separiert. Das heif3t die Entfernung benachbarter
Fluoreszenzereignisse ist gréRer als die Beugungsgrenze. Von der Intensitéatsverteilung der de-
tektierten Photonen wird das Maximum bestimmt. Das Maximum entspricht dem Aufenthaltsort
des Farbstoff-Molekils. Die Fluoreszenz erlischt und Molekiile an einer anderen lateralen Positi-
on leuchten auf. Dies wird im nachsten Bild festgehalten. Die Position der einzelnen Molekule in
jeder Einzelaufnahme kann sehr genau bestimmt werden und in eine gemeinsame Karte einge-
tragen werden."™ Durch solche Einzelmoleklluntersuchungen erhalt man Informationen, die im
Mittelwert des Ensembles verloren gehen, z.B. Konformations-Anderungen, die Kinetik elementa-
rer Reaktionsschritte 2% oder Bilder mit fast molekularer Auflésung von ganzen Zellen.*?® 1261

2.6.3.3 Alternative Messmethoden

Zur Signalgenerierung in der Einzelmolekilspektroskopie stehen verschiedene Ansétze zur Ver-
fligung. Voraussetzung ist jeweils die Trennbarkeit der Airy-Scheiben. Das fundamentale Kon-
zept, das zur Signalunterscheidung fuhrt, beruht auf der Trennung der Fluoreszenzsignale eng
benachbarter einzelner Farbstoffmolekille. Zum Schalten der Fluorophore sind mehrere Metho-
den einsetzbar: photochemische Prozesse, wie Photoaktivierung, Photochromatismus, reversib-
les Bleichen,**” photophysikalische Schaltung der Fluoreszenz durch Bestrahlung mit Licht, so-
wie lichtunabhéangig durch reversible Bindung von Kupfer(ll) an einen Liganden, welche die Fluo-
reszenz gezielt ausschaltet."?® weitere Beispiele sind enzymatische Redoxreaktionen eines
intrinsischen Chromophors zur Messung enzymatischer Reaktionen und abstandsabhangige pho-
tophysikalische Prozesse, wie Energie- (FRET)™?* oder Elektronentransfer (DEXTER).

Bei der Methode FRET (Forster-Resonanzenergietransfer) kann Fluoreszenzléschung durch
strahlungslosen Energietransfer vom Fluorophor (Donator) zum Photoschalter (Akzeptor) erfol-
gen.[m] Das Verfahren basiert auf zwei unterschiedlichen Konfigurationen des Photoschalters,
zum Beispiel in Form eines offenen oder geschlossenen Rings (Abb. 24). Grundvoraussetzung ist
der Uberlapp der Absorptionsbanden des Akzeptors mit den Emissionsbanden des Farbstoffmo-
lekiils.!?¥

Bleichen kann infolge von Reaktionen mit Sauerstoff™*” oder Radikalen auftreten, die die Reso-
nanz des delokalisierten Elektronensystems verschieben. Dies kann durch Anderung der Hybridi-
sierung (von sp2 zu sp3) und der damit verbundenen anderen rdumlichen Orientierung auftreten.

Eine andere Mdglichkeit besteht darin Fluorophore mit Hilfe eines zweiten Lasers gezielt auszu-
schalten. Hierflr wird bei der stimulated emission depletion (STED) eine “donutférmige“ Intensi-
tatsverteilung verwendet, die im Zentrum ein Minimum aufweist.**"! Die erreichbare Auflésung
hangt von der Intensitdt des léschenden Laserstrahls ab. Dies wird in der erweiterten Abbe-
Formel ausgedrUckt.[132] Die Methode ist durch nicht lineare Effekte, Mehr-Photonen-Ubergange,
und Stabilitdt der Probe gegeniiber hohen Laserstrahlintensitaten beschrankt. Fir Farbzentren in
Diamant konnte eine Auflésung von 1 nm erreicht werden.**
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An-Zustand

Aus-Zustand

Abb. 24: Dargestellt ist das Prinzip photochromer Fluoreszenzfarbstoffsysteme. Der An-Zustand (oben)
des Farbstoffs bei offenem Photoschalter und die Unten: Fluoreszenzldéschung durch Ring-SchlieBung
infolge der Wechselwirkung des Farbstoffs mit dem Photoschalter (Aus-Zustand, unten).'**

2.6.4 Datenauswertung

Zur Auswertung der Daten werden zwei in MatLab implementierte Algorithmen verwendet, die auf
Grundlage des Levenberg-Marquardt-Algorithmus!*®? bzw. des Maximum-Likelyhood-Kriteriums
rechnen.*® Die Rechenzeit wird verringert, indem auf einer Benutzeroberflache aufbauspezifi-
sche Grol3en, wie effektive Pixelgrof3e, Konversionsfaktor zwischen Photoelektronen und Counts,
sowie datenrelevante Grof3en, wie mittlere Anzahl der Events pro Einzelaufnahme und maximale
Lokalisationsgenauigkeit, vorgegeben werden konnen.™*™ Letztere ermoglicht schlecht lokalisierte
Fluoreszenzereignisse zu entfernen, die zum Beispiel infolge der Uberséttigung des Detektors
auftreten und deshalb nicht korrekt ausgewertet werden kdnnen. Die Information Uber die Positio-
nen der Fluoreszenzmolekile erhalt man nach Segmentierung der Daten durch die Lokalisation.

2.6.4.1 Segmentierung

Im ersten Schritt erfolgt die Segmentierung der Daten, d.h. nur Grauwerte, die heller als ein
Schwellwert sind, werden als Bildkoordinaten beriicksichtigt. Zur Beschrankung der Rechenzeit
werden zuerst Bildbereiche, sogenannte Regions of Interest (ROI) betrachtet, die ein optisch iso-
liertes Signal enthalten. Dabei sollen die Signale der einzelnen Molekile erkannt und grob lokali-
siert werden.

Auf Grundlage des Clean-Algorithmus!*® **"] fir astronomische Daten erfolgt eine Bandpassfilte-
rung, in der durch Schwellwerte Signale von nicht punktférmigen Objekten stammen, unterdriickt
werden. Es handelt sich um Rauschsignale oder Farbstoffcluster. Von den verbleibenden Signa-
len wird das Intensitatsmaximum gesucht und die Position notiert. Die maximale Amplitude wird
mit der Punktbildfunktion (PSF) des Systems gefaltet und vom Datenstapel subtrahiert. Diese
Methode verhindert, dass das gleiche Ereignis mehrfach ausgewertet wird. Das Verfahren wird
wiederholt. Als Abbruchbedingung dient ein Schwellwert fir die minimale Intensitat des gefunde-
nen Maximums. Schlie3lich wird eine zweidimensionale Karte erstellt, in welche die lateralen
Positionen der gefundenen fluoreszierenden Ereignisse eingetragen werden und als ROI-Zentren
dienen.

Die Punktbildfunktion (PSF) gibt die Intensitatsverteilung der elektromagnetischen Strahlung in
der Fokusebene, das heil3t die Airy-Verteilung, an. Sie beschreibt, wie eine punktférmige Licht-
quelle durch ein optisches System abgebildet wird.™**!
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2.6.4.2 Lokalisation

Es folgt die genaue Lokalisation der fluoreszierenden Ereignisse. Lokalisationsmikroskopie er-
zeugt kein Bild wie bei Weitfeldaufnahmen sondern diskrete Koordinaten von Fluorophoren.[m]
Hierzu kann entweder der Schwerpunkt der Signaldaten unter Verwendung des Maximum-
Likelyhood-Kriteriums[ml 41 yerwendet werden oder eine Modellfunktion™? ™3 an die Intensi-
tatsverteilung angepasst werden. Die Schwerpunktmethode ist ein schnelles Rechenverfahren
zur Bestimmung der lateralen Position und der Photonenzahl pro Fluoreszenz-Ereignis. Der
Schwerpunkt r fur eine ROl i ergibt sich fur die Pixel (k,l) nach

Formel 31
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Im Gegensatz dazu ermdglicht eine Anpassung mit dem Levenberg-Marquardt—AIgorithmus[m]

(1421 143 aine Abschatzung der Parameterunsicherheit. Der Algorithmus verbindet das Gradienten-
verfahren mit einer Regularisierungstechnik und konvergiert schneller als das Gaul-
Newtonverfahren (Methode der kleinsten Quadrate). An die Fluoreszenzereignisse wird eine
zweidimensionale Gaul3funktion f(x,y,p) angepasst (Abb. 25) mit

1 (x=p2)\?  (y-p)\?

rom =@+ AT ) o) 1 o)+ (r-p@) 4 p@) - (y-p) PO
und den Parametern p: p(1) als maximale Signalamplitude, die siebenmal grof3er als der Hinter-
grund sein muss, p(2) und p(3) sind die lateralen Positionen des Intensitatsmaximums in x- und y-
Richtung, p(4) und p(5) sind die Standardabweichung der lateralen Positionen. Ein zusétzlicher
Term zur Bertcksichtigung des Hintergrunds der Fluoreszenzaufnahmen ist p(6) und fir die Be-
schreibung eines Hintergrundgradienten wird p(7) und p(8) verwendet. Die Lokalisationsgenauig-
keit ist definiert als der Mittelwert der Standardabweichungen der lateralen Positionen. ™% 1371

1400 1400
£ 1300 £ 1300
= =

1200 1200
15 15

10 15

- . 10
y-Position [Pixel] 0 o x—Position [Pixel] y-Position [Pixel] 0 o x—Position [Pixel]

Abb. 25: Intensitatsverteilung eines Einzelmolekdlsignals (links) und Anpassung einer 2D-Gauf3funktion mit
zusétzlichem Hintergrundterm (rechts). Ein Pixel ist in x- und y-Richtung 65 nm groB.[ma]
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Eine weitere wichtige GréRRe ist die Photonenzahl N pro Fluoreszenz-Ereignis, die sich unter Be-
achtung der Nachweiseffizienz n der Kamera ergibt nach

2 2
N = p(l) *lf f e_%((ﬁ) +($) >dXdy Formel 33
n

Die Anpassung erfolgt automatisch durch den Befehl ,spdm® und gibt die angepassten Parameter
in Form einer Tabelle aus. Der Ort des fluoreszierenden Ereignisses kann mit einer Genauigkeit
bestimmt werden, die von mehreren Faktoren abhangt: der Anzahl der Photonen, der Halbwerts-
breite (FWHM) der Punktbildfunktion des optischen Aufbaus, der Grol3e der sensitiven Flache der
Kamerapixel sowie Starke und Verlauf des Hintergrundsignals. Nach der Poisson-Statistik fir das
Photonenrauschen ergibt sich die Lokalisationsgenauigkeit

1 FWHM

7= J/8In(2) "IN

Die Anzahl der detektierten Photonen N leistet den Hauptbeitrag zur Lokalisationsgenauigkeit."*"
(1451 Weitere Beitrage zur Lokalisationsgenauigkeit sind z.B. die Drift der Probe, die GréRe der
PSF, die Pixelgrof3e des Detektors sowie des Hintergrundrauschens auf jedem Pixel. Die Pois-
son-Verteilung ergibt sich als Grenzwert der Binomialverteilung.™*®

Formel 34
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2.7 Proteine und Proteinadsorption

2.7.1 Peptide

Peptide sind ihrer chemischen Natur nach Saureamide. Sie bestehen aus verknipften Aminosau-
ren. Fir Aminoséuren sind zwei funktionelle Gruppen charakteristisch, zum einen die Carbonséu-
regruppe (-COOH) zum anderen die Aminogruppe (-NH,). Die Gruppe R;-(CO)-(NH)-R, bezeich-
net die Peptidbindung. R; und R, sind die Reste. Liegt ein Makropeptid vor aus mehr als 100
verknipften Aminoséauren, spricht man von einem Protein. Von den zahlreichen bekannten Ami-
nosauren werden nur 20 in Proteinen gefunden.** 148!

2.7.2 Fibrinogen

Das Blutplasma enthalt mehr als 200 Plasmaproteine. Das haufigste ist Albumin (35 — 50 g/l), das
zur Regelung des osmotischen Drucks sowie dem Transport von Fettsauren, Vitaminen, Gallen-
farbstoffen und Calcium-lonen beitragt. Adsorbiert es auf Oberflachen, wirkt es passivierend ge-
geniber der Zelladhasion und der Blutgerinnung. Eine bedeutende Rolle bei der Blutgerinnung
spielt Fibrinogen.”“gl Es liegt im Plasma mit einer Konzentration von 7,5 pl/mol vor und hat einen
Diffusionskoeffizienten von 2,0*10” cm%s.™*” Fibrinogen wird durch das Enzym Thrombin und
Calzium in unlésliches Fibrin umgewandelt.

Die Struktur von Fibrinogen (Abb. 26) besteht aus mehreren Segmenten mit unterschiedlicher
Nettoladung.**"
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Abb. 26: Strukturmodell des Fibrinogen-Molekiils (oben) und die Nettoladungen der einzelnen Segmente
(unten).?

Fibrinogen bildet viskose und elastische Filme auf festen Oberflachen. Weber et al. fuhrten Un-
tersuchungen des Adsorptionsverhaltens von Fibrinogen mit einer Quarzmikrowaage durch. Die

33



2 Theorie

Proteinldsung der Konzentration 3 mg/ml wurde in Kontakt mit Schwingquarzen mit unterschiedli-
cher Polymerbedeckung gebracht. Gemessen wird die Verschiebung der Resonanzfrequenz
durch die Erhéhung der oszillierenden Masse infolge des Adsorptionsprozesses. Dabei ist die
Massendichte und Filmdicke auch vom gebundenen Hydratwasser abhéngig und unterscheidet
sich im Vergleich zu Messmethoden, die den trockenen Film betrachten. Bei der Messung wurden
mehrere Eigenschaften des sich bildeten Filmes ermittelt (Tabelle 2).1%% 5% pie Gestalt und
Struktur des Molekiils konnte bereits 1952 mittels elektronenmikroskopischer Aufnahmen des
gefriergeatzten Proteins abgebildet werden. Weitere Untersuchungen basierten auf der Rdntgen-

kleinwinkelstreuung an verdiinnten Losungen von Rinderfibrinogen. > 54!
Tabelle 2: Eigenschaften von Fibrinogen
Eigenschaft Einheit Wert
Molekulgrofie [nm x nm x nm] 45x9x6
Masse [kDa] 340
Trockenvolumen [A%] 4*10°
Volumen im hydratisierten [Ag] 2.9*10°
Zustand
Adsorbatdicke [nm] 2-37
Viskositat [kg/mms] 0,001 - 0,005
Massendichte (feucht) [ug/em?] 0,2-4,3
Massendichte (trocken) [ug/cm3] 0,39 (Ellipsometrie)
. 3 0,45 (Optische Wellenleiter-
Massendichte (trocken) [ug/cm?] spektroskopie OWLS)

2.7.3 Adsorption

2.7.3.1 Wichtige Wechselwirkungen bei der Adsorption

Adsorption bezeichnet das Bestreben von Teilchen aus fluider Phase (Gas oder Flussigkeit) zur
Anreicherung an der Grenzflache zu festen Oberflachen. Die Triebkraft der Adsorption und Ursa-
che fur das Entstehen von Isothermen sind einerseits die Wechselwirkungen zwischen Teilchen
in der Gasphase bzw. Flissigphase und der Festkorperoberflache andererseits der Platzbedarf
adsorbierter Teilchen.™*® Abhangig von der Art der Bindungskrafte unterscheidet man zwischen
physikalischer (im Fall von van-der-Waals-Wechselwirkung) und chemischer Adsorption. Der
Unterschied liegt in der Starke der Bindung, der Uberwindung einer Energiebarriere zur Chemi-
sorption und der GroRRe der Adsorptionsenthalpie, die bei Physisorption vergleichbar mit Konden-
sationsenthalpien ist, fir Chemisorption Reaktionsenthalpien gleicht.!**”

Wichtige Wechselwirkungen sind die Coulomb-Wechselwirkung, die van-der-Waals-
Wechselwirkungen und die hydrophoben Wechselwirkungen.[lss] [159] {1601

Die langreichweitigen Coulomb-Wechselwirkungen wirken zwischen geladenen Teilchen und
fallen mit dem reziproken Abstand ab. Das Coulomb Gesetz folgt aus den Maxwellgleichungen.
Im einfachsten Fall wird eine Punktladung am Ursprung angenommen. Die Ladung verfuigt Uber
ein radialsymmetrisches Feld.
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2.7 Proteine und Proteinadsorption

Zur Herleitung wird der Gaul3sche Satz auf die erste Maxwell Gleichung angewendet und die
Definition der Feldstérke als Kraft pro Probeladung verwendet."® Ein exponentieller Abfall mit
dem Abstand ergibt sich in Losungen mit freien Ladungstragern. Ursache hierfir ist eine elektro-
statische Doppelschicht an der Grenzflache zwischen Oberflache und Lésung. Diese entsteht, da
Oberflachen, die in Kontakt mit Wasser sind, Ladung tragen durch Protonierung, Deprotonierung
oder Adsorption von lonen. lonen entgegengesetzter Ladung ordnen sich aus der Lésung in der
Nachbarschaft der Oberflache an.**?

Van-der-Waals-Wechselwirkungen wirken zwischen neutralen Molekilen. Sie werden verursacht
durch fluktuierende Felder, die eine kurzzeitige Asymmetrie in der Elektronenverteilung hervorru-
fen. Ein temporarer Dipol entsteht, dessen Feld auf Nachbaratome wirkt und dort durch Polarisa-
tion einen Dipol induziert. Das van-der-Waals-Potential zwischen einer Kugel und einer planaren
Oberflache fallt proportional zum Radius und reziproken Abstand zwischen Kugel und Oberflache
ab. Die Kugel dient als Modell fiir das Protein. Das Potential zwischen zwei Partikeln ist proporti-
onal zur sechsten Potenz des reziproken Abstandes zwischen den Partikeln.

Zur Herleitung wird das Dipolmoment des ersten Dipols im elektrischen Feld des zweiten Dipols
betrachtet.™* **2 Die Wechselwirkung hydrophober Molekiile in wassrigen Losungen fiihrt zur
Verdrangung hydrophiler Lésungsmittelmolekiile zwischen ihnen. Dadurch wird Entropie gewon-
nen (AS > 0). Dies beeinflusst die Faltung von Proteinen.®?

Das Adsorptionsverhalten wird von mehreren Einflussfaktoren bestimmt,[164] die von den Eigen-
schaften der beteiligten Systeme, bestehend aus der Oberflache, dem Adsorbat und dem fliissi-
gen Medium bzw. Gasphasenreservoir, abhéangen. Fir biosensorische Anwendungen ist die se-
lektive  Adsorption aus  Gemischen von Interesse, beispielsweise  Antikorper-
Antigenwechselwirkungen. Je nach Starke der Bindung kdnnen die leichteren bereits adsorbier-
ten Proteine durch die schwereren von der Oberflache verdrangt werden (Vroman Effekt).[164b]
Wichtige Reaktionsbedingungen sind Druck und Temperatur sowie Flachenspezifitat, d. h. die
kristallographische Ebene bestimmt die Anzahl an Nachbar-Adsorbat-Molekilen. Letzteres findet
z.B. bei der nasschemischen Herstellung von Nanopartikeln Anwendung.®® ™ sjiber bevorzugt
die (100) Ebene, unter Ausnutzung dessen, kdnnen nicht-sphérische Legierungspartikel erzeugt
werden. Ein weiterer wichtiger Punkt bei Adsorptionsprozessen ist die Bindungsstarke. Sie steu-
ert die Ordnung der Adsorbat-Molekiile. Ist die Bindung schwach, so ist ein random walk der Mo-
lekule auf der Oberflache mdglich, wie bei der Bildung von SAMs auf Gold, wéhrend die SAM-
Bildung auf Silizium beispielsweise tber eine chemische Klick-Reaktion™'®” verlauft. Beide SAMs
unterscheiden sich in der Packungsdichte."®®

2.7.3.2 Proteinadsorptionsprozesse auf nanostrukturierten Oberflachen

Die experimentelle Untersuchung von Proteinadsorptionsprozessen auf nanostrukturierten Ober-
flachen werden durch theoretische Modellrechnungen gestiitzt, die z.B. Teile der Finite Element
Methode (FEM) mit der Brownschen Dynamik verbinden."® Diese Simulationen finden unter
anderem Anwendung bei der Studie von Kanteneffekten und der Suche nach bevorzugten Ad-
sorptionsplatzen. Im Modell werden Proteine als geladene Kugeln behandelt, deren Wechselwir-
kung untereinander nach der DLVO (Derjaguin, Landau, Verweg, Overbeek)!"®-Theorie be-
schrieben werden.""" 72 Die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen Protein und Nano-
struktur werden numerisch durch Lésen der Poisson-Boltzmann-Gleichung bestimmt,*”® wahrend
fur den anziehenden Teil die Hamaker-Gleichung betrachtet wird.

2.7.3.3 Theorie der Adsorption

Zuerst wird die Adsorption aus der Gasphase an Festkorperoberflachen betrachtet. Ist der Ab-
sorptionsprozess reversibel, d.h. liegt ein thermodynamisches Phasengleichgewicht vor, so ist die
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Vorgehensweise analog zur Beschreibung des Dampfdrucks einer Flissigkeit nach Clausius
Clapeyron.™ Die Adsorptionsphase entspricht einer Mischphase aus Adsorbat A und Sorbens S
bestehend aus Teilchen gleicher Gréf3e und die Teilchenzahl ng sei proportional zur Oberflache S,
die Stoffmenge sei konstant. Aus dem totalen Differential der freien Enthalpie der Adsorptions-

phase,
o aG Formel 35
w6-() i () o) ane
oT Pilta g ap T.hy N anA T,p,ng

ergibt sich folgende Bedingung fiir die Anderung des chemischen Potentials:

oui Ouy Opx
b= () e () o () e
A oT p.T g op T,T\ng or T.p.he

Im Gleichgewicht sind die chemischen Potentiale beider Phasen gleich. Im isosteren Fall, d.h. bei
konstanter Belegung

Formel 36

n
r=-4 Formel 37
g
folgt
B B qa
(a_P) _ 3 A~ ha _hA Formel 38
T/ Uzﬂ—u"‘A T-vf'

v ist das partielle molare Volumen des Adsorbats, das im letzten Schritt gegentiber dem molaren
Volumen des gasformigen Adsorptivs vernachlassigt wurde. Betrachten wir die Gasphase als
ideal, kbnnen wir unter Verwendung des idealen Gasgesetzes den Differentialquotienten analog
zur Clausius Clapeyronschen Gleichung formulieren™"

F | 39
(a In p> P om AH orme
.

or RT? RT?

Im Fall einer Proteinadsorption ergibt sich die Anderung der freien Enthalpie als Summe aus
mehreren Beitrdgen
A G=AG a0 + A Gy +A,,G

ads ads

Y Y Formel 40
+* A ads ~ Hbond (I

ads " hydr ads " struct

(in der Gleichung von links nach rechts) den attraktiven van-der-Waals-Kraften zwischen Oberfla-
che und Protein (AH ~ 0.4 kJ/mol), hinzu kommt der Beitrag der elektrostatischen Doppelschicht
(AH ~12.5 kJ/mol), der  hydrophoben  Wechselwirkungen und  Wasserstoffbriicken
(AH ~ 4 kd/mol). Besonders wichtig sind strukturelle Umwandlungen innerhalb des Proteinmole-
kiils.*”

Langmuir-lsotherme

Die einfachste thermodynamische Beschreibung der Wechselwirkung zwischen Teilchen in der
Gasphase und einer Festkorperoberflache unter Gleichgewichtsbedingungen erfolgt mit der
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Langmuir-Isothermen.™*® Das Gleichgewicht besteht zwischen der Adsorbatphase und der Gas-
phase. Das Modell basiert auf drei Grundannahmen: Die Adsorption fuhrt héchstens zu einer
Monolage der adsorbierten Molekile auf der Oberflache. Die Oberflache ist einheitlich und alle
Bindungsstellen sind gleichwertig. Die Bindung eines Molekils an eine bestimmte Oberflachen-
position erfolgt unabhéngig von der Besetzung benachbarter Bindungsstellen.[157] 074 Die Herlei-
tung setzt voraus, dass die Wechselwirkung zwischen adsorbierten Molekilen gegenuber der
Bindungsenergie vernachlassigbar ist. Im Folgenden werden zwei Ansatze zur Herleitung vorge-
stellt. Der erste Ansatz betrachtet die Adsorptionsgeschwindigkeit und Desorptionsgeschwindig-
keit. Im thermodynamischen Gleichgewicht sind beide Geschwindigkeiten gleich gro3. Die Ad-
sorptionsgeschwindigkeit wird proportional zum Druck und der Anzahl freier Oberflachenplatze
angesetzt. Die Desorptionsgeschwindigkeit ist proportional zum Bedeckungsgrad, der maximal
eins ist. Das Gleichsetzen beider Geschwindigkeiten fiihrt auf den Bedeckungsgrad."*® Fiir Al-
kanthiole kann beispielsweise das Langmuir-Modell erster Ordnung angenommen werden.*”® Die

zeitliche Anderung des Bedeckungsgrades 6 ist charakterisiert durch Z—f~1 — 6 mit der zeitab-

hangigen Bedeckung 6(t) = 1 —e~**“ mit a=1, c ist die Konzentration in mol/l, k ist die Kon-
stante in l/(mol*s). Ist der Adsorptionsprozess diffusionsbestimmt, gilt a=1/2.""%! Dieses Gesetz
beschreibt die Adsorption von Antikdrpern auf Oberflachen, die mit Antigenen besetzt sind.*™"!
Die theoretische Herleitung Uber die kanonische Zustandssumme geht davon aus, dass eine fes-
te Zahl N an Molekilen und eine definierte Zahl M identischer Adsorptionsplatze vorliegt. Jeder
Adsorptionsplatz kann maximal durch ein Molekil besetzt werden. Die Zustandssumme des Sys-
tems ist gegeben durch die N-te Potenz der Zustandssumme eines Molekils multipliziert mit ei-
nem Faktor, der die Entartung des Systems beschreibt.!*® 179l

M!

7=z Formel 41
N!'(M — N)!

mit

E Formel 42
s _ =
Z° = ZAdsorptionsplatz * Zinnere Freiheitsgrade * ekT

Z° ist die Zustandssumme fiir ein Molekiil. E ist die Bindungsenergie bezogen auf den Energie-
Nullpunkt, der fur einen unendlich groRen Abstand zwischen Oberflache und Molekil erreicht
wird. Im nachsten Schritt wird das chemische Potential s berechnet. Im Gleichgewicht ist das
Potential der Gasphase und der adsorbierten Phase gleich. Aus

9z Formel 43
Us = _kBTa_N
und der Stirlingformel folgt
Hs _ _ _ L) _ ke Formel 44
P (M — N) In(Zs) = tn ((1 —0)Z,) " kT

mit @ :% Die Gasphase wird durch ein ideales Gas beschrieben, dessen chemisches Potential

gegeben ist durch
kgT Formel 45
e = _kBTA3_pO
mit der thermischen De-Broglie-Wellenlange A. po ist der Referenzdruck und 3 ist die Anzahl an
Freiheitsgraden. Es folgt
_a(Mp Formel 46
T 1+a(Mp
a ist die Gleichgewichtskonstante.
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In der Herleitung wurde der Hydrophobizitét nicht Rechnung getragen. Es ist interessant, dass
das Protein auf hydrophilen™® und hydrophoben Oberflachen ein anderes Adsorptionsverhalten
zeigt.[lsl] Ist das Substrat hydrophil, kann die Kinetik der Fibrinogen-Adsorption aus gering kon-
zentrierten Losungen, in Ubereinstimmung mit AFM- und Ellipsometrie-Messungen, mithilfe des
Random Sequential Adsorption (RSA) Modells berechnet werden.™ Ausgangspunkt sind mehre-
re Annahmen, zum einen Uber die Gestalt von Fibrinogen, das Molekil besteht aus einer Kette
sich beriihrender Kugeln, zum anderen lber die Adsorption, sie erfolgt als stochastischer Pro-
zess. Molekiile adsorbieren irreversibel auf freien Oberflachenpléatzen, ohne dass ein Uberlapp zu
bereits adsorbierten Molekilen entsteht. Zur Berechnung der Abhéangigkeit der Proteinbedeckung
von der verfigbaren Oberflachenfunktion werden numerische Monte Carlo Simulationen verwen-
det. Durch Extrapolation konnte eine maximale Oberflachenkonzentration von 2,26*10° pm'2 fur
side-on Adsorption, d.h. das Molekll liegt auf der Oberflache ermittelt werden. Dies entspricht
einer Bedeckung von 0,29. Die Kinetik folgt durch Losen der Massentransportgleichung in der
Volumenphase mit nicht linearen Randbedingungen, die durch die Blockier-Funktion gegeben
sind."%

2.7.4 Proteinresistente Oberflachen

Zur Vermeidung der unkontrollierten Proteinadsorption kann man Oberflachen z.B. mit Polyethyl-
englykol (PEG)-Filmen beschichten.'®¥ Dabei handelt es sich um lineare oder verzweigte Po-
lyether (HO-(CH,CH,0),-CH,CH,-OH), die Uber ein Molekulargewicht von 200 g/mol bis mehrere
Millionen g/mol verfigen. PEG-Molekile haben eine konformative Freiheit und sind
hydratisiert.“ss] Nahert sich ein Protein an den PEG-Film an, werden die PEG-Molekile in ihrer
Konformation eingeschrankt. Unter der Annahme, dass PEG neutrale, lineare und flexible Ketten
sind, die sich auf hydrophoben Oberflachen in wassrigem Medium befinden, kann die sterische
AbstoRung nach der Alexander-de-Gennes Theorie berechnet werden.¥

Ein weiterer Schliisselfaktor ist die Wechselwirkung von PEG mit Wassermolekilen.™®® Die
Wechselwirkungen wurden mit mehreren Methoden experimentell untersucht, mit
Lichtstreuung,™® kalorimetrischen Messungen,™®” Kernspinresonanz, Neutronenstreuung, Gra-
vimetrie und Rasterkraftmikroskopie. 88 (189 12901 [191) [108] [187) [192] 1y, -0 \nasserstoffbriickenbin-
dungen bildet sich eine Hydrathille. Diese fiihrt zu einem Ausschluss-Volumen, das die Annahe-
rung von Proteinen an die Oberflache verhindert. Bei Polyethylenglykolen liegen pro EG-Einheit
zwischen drei und fiinf gebundenen Wassermolekiile vor.*®” "% mit zunehmender Dicke des
Filmes wachst die Proteinresistenz. Die Mechanismen der Proteinresistenz kurzkettiger EG-
terminierter selbstassemblierter Monolagen sind bislang noch nicht eindeutig geklart. Eine detail-
lierte Darstellung findet man beispielsweise in (o3,
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2.8 Simulationstechnik

Die Lésung der Maxwell Gleichungen ist Grundlage aller Ansétze zur Simulation der Streuung
von Licht an Nanostrukturen. Angepasst auf das jeweilige Problem stehen mehrere Techniken zur
Verfligung , wie effektive Mediums-Theorien nach Maxwell Garnet™™ oder Bruggeman, discrete
dipol approximation, boundary element method (BEM),“%] Finite Difference Time Domain Simula-
tionen (FDTD)“%] und rigorose Beugungstheorien. Letztere werden zur Berechnung der Sensor-
antwort in dieser Arbeit verwendet. Die Simulationen werden mit dem Programm DiffractMOD von
RSOFT durchgefuhrt. Das Verfahren ist anwendbar fur komplizierte periodische Strukturen, die
sowohl aus dielektrischen als auch metallischen Bauteilen mit dispersiven Materialien
bestehen.™*"! Der Kernalgorithmus 6st die Maxwell Gleichungen im Fourier Raum unter Beach-
tung der Randbedingungen auf Basis der Coupled Wave Analysis (RCWA) und der Modal
Transmission Line (MTL) Theorie zur Forderung der Stabilitat."*® Im Folgenden wird auf den
RCWA Algorithmus, auch Fourier Modal Methode genannt, genauer eingegangen. Die grundle-
gende Eigenschaft der RCWA ist die Einschrdnkung der méglichen Lésungen durch die Regel-
manigkeit der Struktur und unter Verwendung der Floquet Bedingung fur zweidimensionale Prob-
leme bzw. des Bloch Theorems im Dreidimensionalen.** Dieses fordert die Quasiperiodizitat der
Felder bei periodischen Randbedingungen. Die Vorgehensweise des Algorithmus lasst sich in 4
Schritte aufteilen. Der Startpunkt sind die Maxwell Gleichungen in Materie, dies sind Differential-
gleichungen. Die Zeitabhangigkeit wird als harmonischer Faktor exp(-iwt) separiert mit der Fre-
quenz w. Ableitungen werden durch Fourier-Transformationen zu algebraischen Operationen,
weil die Funktionen Eigenfunktionen des Laplace-Operators sind."*Y B9 Ein weiterer wichtiger
Punkt ist der Faltungssatz und die Parsevalsche Gleichung, aus denen folgt, dass Faltungen im
Realraum zu Produkten im Fourier Raum werden. Der Gradient bewirkt eine Multiplikation mit ik
und die Zeitableitung eine Multiplikation mit -iw.

VXE =iwuH Formel 47
VX H = —iweye(x,y,z)E Formel 48

mit der Kreisfrequenz w, und der ortsabhangigen dielektrischen Funktion g(x,y,z), die das Gitter
beschreibt. Ausgehend von der einfallenden Lichtwelle soll nun die Beugungseffizienz bzw. die
reflektierten und transmittierten Wellen berechnet werden. Die Felder werden in x- und y-Richtung
in Fourier-Reihen entwickelt. Die z-Abhé&ngigkeit verbleibt.

M, M Formel 49
Eg = Z Z [S x,uv(z)ex +S y,,uv(z)e_v +3 :,pv(z)ez] exp [i (kx,,ux + ky,v}')]

u==M, v==M,

\/i Z Z [nyV(Z)er + Uy (e + U (e, ]exp[ (kmx +ky yy)] Formel 50
p=—M, v=—M,

Es wird tber die Modenzahlen M, und M, in x- und y-Richtung mit den Laufindices der Fourier —
Entwicklung p und v summiert. S und U sind die normierten Fourier-Koeffizienten. e,, e, und e,
sind die Einheitsvektoren. kx und ky sind die Komponenten der Wellenvektoren, die vom Polar-
winkel, Azimutwinkel und Gittervektor abhangen. Zur Reduktion des Rechenaufwandes wird die
Struktur in Zellen aufgeteilt, die vertikal homogen sind, d.h. dort ist die dielektrische Funktion ho-
mogen und unabhangig von der z-Richtung. Eine Mdglichkeit zur Modellierung beliebiger Profil-
formen erfolgt mittels Treppenstufen-Naherung (Abb. 27) nach Li et all.[20% (2011 1202]
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)
]

Abb. 27: Links:  Veranschaulichung der Wahl einer Treppenstufe zur Berechnung beliebiger
Profilformen®® Rechts: Beschreibung einer Gitterstufe durch vierzehn Koeffizienten eines Recht-
ecks.”%

Im zweiten Schritt wird die Periodizitat der Struktur zur Vereinfachung genutzt, die sich entspre-
chend dem Bloch’schen Theorem auf die Feldkomponenten in x- und y-Richtung Ubertragt. Diese
werden in die Maxwell-Gleichungen eingesetzt. Die Darstellung erfolgt mithilfe von Matrizen und
im 3. Schritt wird das Eigenwertproblem formuliert. Die Eigenfunktionen sind aus harmonischen
Funktionen zusammengesetzt, die Eigenwerte kdnnen als effektive Brechungsindices identifiziert
werden.”® AnschlieBend wird die Lésung des Streuproblems unter Verwendung des Transmissi-
on-Line-Ansatzes fir die Randbedingungen berechnet. Ein ganz entscheidender Punkt ist dabei
die Konvergenz der Losung. Konvergenz bedeutet hier die Annéherung der berechneten Beu-
gungseffizienz an einen konstanten, von der Anzahl der verwendeten Fourier-Koeffizienten unab-
hangigen Wert.

In dieser Arbeit wird die Geometrie der Nanostruktur mit einer CAD-Oberflache aus einzelnen
Segmenten gestaltet, die dielektrischen Eigenschaften unter Verwendung einer Datenbank defi-
niert und die Einfallsebene des Lichtes festgelegt (Abb. 28). Es wird eine Konvergenzstudie
durchgefuhrt, indem die Reflexion bei festgehaltener Wellenlange als Funktion der berlcksichtig-
ten Oberschwingungen berechnet wird. Entsprechend der verwendeten dielektrischen Eigen-
schaften betragt die Brechungsindexauflésung 0,0045 RIU. Die Wellenlangenauflésung wird auf
1 nm bzw. 10 nm gesetzt. Die Rechenzeit hangt von der gewéhlten Auflésung ab.

+<—Einfalls — .
Ebene

Au — Kugel Elementarzelle guued

SiO; - Kugel

Abb. 28: Darstellung der verwendeten Geometrie zur Modellierung der Nanopartikelfiime, Elementarzelle
und Einfallsebene. Die Ansichtistin I. 3 dimensional, in Il. von der Seite und Ill. Sicht von oben.
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3.1 Gerate

Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Geréte

Gerat Typ Hersteller
UV-Quecksilberlampe Typs NIQ 40/18 Il;ili:ja;eus (Hanau, Deutsch-
Ultraschallbad Sonomatic 1800 Langford l{ltras.onlcs (Covent-
ry, GroR3britannien)
i LP-Th h AG (R
Spin-Coater TT 200-8 ermtech AG (Ramsen,

Schweiz)

PID Controller des Spin- 2416 Eurotherm (Worthing, Grof3bri-
Coaters tannien)

Heidolph (Schwabach,

Ruttelbrett Promax 1020 Deutschland)
UV-VIS-Spektrometer HR 2000 Ocean Optics

. . . P AG (Kelheim, D h-
CCD-Camera Sensicam em pco.imaging Ia(rig; G (Kelheim, Deutsc
Deuterium-Wofram-Halogen- DH 2000 Ocean Opics
Lampe
REM LEO1530 Zeiss
Mikrowellenplasmagerat TePlal00-E PVA TePla AG, (Wettenberg,

Deutschland)

Sputter-Coater MED 020 Coating System Bal-Tec

3.1.1 Strahlungsquelle

Die Untersuchung der Extinktionseigenschaften, insbesondere plasmonischer Anregungen im
Medium Luft und unter Flissigkeiten, und der Proteinadsorption erfordert eine Lichtquelle mit
kontinuierlichem Spektrum (Abb. 29) im gesamten Spektralbereich vom UV bis zum nahen Infra-
rot (NIR), d.h. von ca. 200 — 1000 nm. Im Fall noch kirzerer Wellenlangen wirde der organische
Film, der sich auf der Sensoroberflache beim Adsorptionsprozess bildet, zerstort werden. Gold
wird im UV Bereich transparent und Glas absorbiert verstéarkt durch Elektronentibergénge und
Verunreinigungen.[“] Im IR-Bereich wére die Messung unter Flussigkeit durch Wasserbanden
erschwert. Eine einzelne feste Wellenlange geniigt bei Untersuchung unterschiedlicher Bre-
chungsindices und Reflexionswinkel nicht, weil die Richtung der Verschiebung der Spektren nicht
eindeutig ware. Verschiebung infolge der Proteinadsorption findet in der Regel ins Rote statt,
allerdings kann auch stabilititsbedingt, zum Beispiel durch Reduktion der plasmonischen Kopp-
lung im Fall von Partikelverlusten, das Signal ins Blaue verschoben werden. Ein weiteres wichti-
ges Kriterium bei der Wahl der Lichtquelle ist deren Leistung, die im gesamten Messbereich ver-
gleichbar sein sollte. Aus diesen Grinden wurde die Deuterium-Wolfram-(165 - 350 nm)-Halogen-
(350 -2500 nm)-Lampe verwendet, deren Spektren in einem optischen Pfad vereinigt werden. Die
Lichtemission erfolgt durch Anregung der Gasatome mithilfe von Elektronen in Form einer
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Gasentladung. Die Messung der Extinktionseigenschaften erfolgt relativ zur Referenz. Die Intensi-
tatsverteilung der Lichtquelle weist am Rande des detektierten Bereichs wenig Intensitat auf. In
diesen Bereichen kénnen sich kleine Anderungen in der Referenz auf die Intensitaten der Peaks
im Extinktionsspektrum auswirken.

4000 T T T T T T T T 7

3000 B

2000 B

Intensitat [a.u.]

1000 B

T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Wellenlange [nm]

Abb. 29: Die Intensitatsverteilung der Lichtquelle als Funktion der Wellenlange.

3.1.2 Spektrometer

Klassisch werden zur spektralen Aufloésung von Spektren Gitter- oder Prismenspektrometer bzw.
Fabry-Perot-Interferometer eingesetzt.*?” %! |_etztere erméglichen durch Interferenz nach Mehr-
fachreflexion der Lichtes zwischen zwei Spiegeln die Wellenlangenbestimmung mit einem spekt-
ralen Auflésungsvermégen von 10°. Ein Prismen-Monochromator nutz zur spektralen Zerlegung
die Brechung und Dispersion des Lichtes in einem Prisma. In dieser Arbeit wird ein Gittermono-
chromator eingesetzt (Abb. 30). Das Licht wird mit einer Linse geblndelt und trifft durch einen
Einzelspalt auf einen Hohlspiegel, der den Strahl als breites Biindel paralleler Lichtstrahlen auf
ein Gitter lenkt. Dies hat den Vorteil, dass alle Strahlen unter dem gleichen Winkel auf das Gitter
treffen. Durch Drehen des Gitters werden die einzelnen Wellenlangen, intensitatsbedingt meist
der ersten Beugungsordnung, selektiert und auf einen zweiten Holspiegel gelenkt. Danach trifft
das Licht durch einen Austrittsspalt auf den Photodetektor. Die Aufldsung A héngt ab von der
Beugungsordnung m und der Anzahl der Gitterschlitze N und ergibt sich mithilfe des Rayleigh-
Kriteriums und der Bedingung fiir Minima bei Beugung am Einzelspalt zu

A Formel 51

Abb. 30: Gittermonochromator mit Eintrittsspalt S1, Hohlspiegeln Spl und Sp2, Gitter G, Austrittsspalt S2
und Photodetektor Ph.D.%®!
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Als Photodetektor wurde in dieser Arbeit ein Charge Coupled Device (CCD) — Detektor einge-
setzt.

Tabelle 4: Detektor des UV-VIS-Spektrometers (HR 4000, Ocean Optics)?°”)

Detektor: Toshiba TCD1304AP linear CCD array

Detektor Bereich: 200 - 1100 nm

Pixel: 3636 Pixel

Pixel GroRe: 8 uym x 200 pym

Sensitivitat: 130 Photonen/Ereignis bei 400 nm; 60 Photonen/Ereignis bei 600 nm

3.1.3 Glasfasern

Das Grundprinzip der Ausbreitung von Licht in Wellenleitern basiert auf dem Snelliusschen Bre-
chungsgesetz unter der Bedingung der Totalreflexion an der Grenzschicht Kern-Mantel. Im Kern-
bereich der Glasfaser befindet sich ein Material, das einen hdheren Brechungsindex n; als das
Mantelmaterial n, hat. Die numerische Apertur der Faser ist

_ 5 Formel 52
sina = _[n,?2+n,

Man unterscheidet zwischen Stufenindexfasern, bei denen das radiale Brechungsindexprofil als
Stufen ausgebildet ist, und Gradientenfasern, die eine vom Abstand abhangige numerische
Apertur haben (Abb. 31). Eine wichtige GroRRe ist die Faserddmpfung. Die Verluste setzen sich
aus Absorption und Streuung durch Verunreinigungen, OH-Radikale (IR-Bereich, bei 1,4 um),
Elektronen-Anregungen im UV-Bereich von nicht abgeséttigten Bindungen und Leckagen aus
dem Kern in den Mantel zusammen.®?°® "4 mit zunehmender Lange nimmt die transmittierte Leis-
tung exponentiell ab. Betragt die Dampfung 0,2 dB/km, nimmt die Leistung auf 100 km auf 1% ab.
Die Wellenlange des Lichtes geht in den Lichtstreuquerschnitt fir Rayleigh-Streuung ein, der
proportional zu A% ist. 1200

Kunststoffschutzschicht

________________________________

1

1
i=-2a—"
1 1

a 0 a r
Mantel Kern

Abb. 31: Aufbau einer Lichtleitfaser sowie Ausbreitung von Lichtwellen durch Totalreflexion an der Grenz-
schicht Kern-Mantel und radiales Brechzahlprofil fiir (a) eine Stufenindexfaser, (b) eine Gradientenfaser.?*®

3.1.4 REM

Alle Rasterelektronenmikroskop-Aufnahmen wurden mit einem Zeiss Leo 1530 Gemini Elektro-
nenmikroskop bei Raumtemperatur und einem Druck kleiner als 10”° mbar durchgefiihrt. Die De-
tektion erfolgte mit einem Inlens- bzw. SE-Detektor. Als Beschleunigungsspannung fiir die Elekt-
ronen, EHT (engl. Electron High Tension), wurden 3 bzw. 5 kV verwendet. Zur Vermeidung von
Aufladungseffekten wurden nicht leitfahige Proben mit Kohlenstoff besputtert.
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3.1.5 UV-NIR-Aufbau

Die Extinktionseigenschaften der Sensoren werden in Reflexion winkelabhangig untersucht. Die
Messung erfolgt relativ zur Referenz, das ist das Substrat ohne Nanopartikelbeschichtung. Es
werden drei optische Aufbauten eingesetzt: Die Lichteinstrahlung ist entlang der Probennormalen
(Abb. 32, links), unter Winkeln im Bereich von 30° - 50° (Abb. 32, rechts) zur Probennormalen
oder mit polarisiertem Licht unter einem festen Reflexionswinkel (Abb. 33).

In allen Aufbauten wird das Licht einer UV-NIR-Lampe (DH-2000-BAL Deuterium Tungsten Halo-
gen Lamp, Ocean Optics) verwendet, die das kontinuierliche Spektrum ihrer Deuterium- und
Wolfram-Halogen-Lichtquelle (200 nm — 1100 nm) in einem optischen Pfad vereint.”®® Die Licht-
leitung erfolgt mit Glasfasern. Im Aufbau zur Detektion entlang der Probennormalen wird eine
Glasfaser (R200-7, Ocean Optics) mit einem Durchmesser von 3 mm eingesetzt. Diese besteht
aus einem Glasfaserbiindel. Im Aufbau zur Detektion unter Winkeln werden Glasfasern mit unter-
schiedlichem Durchmesser verwendet. Zur Leitung des Lichtes von der Quelle zur Probe wird
eine Glasfaser mit einem Durchmesser von 400 uym (XSR, Ocean Optics) eingesetzt und zur Ana-
lyse der reflektierten Intensitat das Licht mit einer Glasfaser vom Durchmesser 600 pm (XSR,
Ocean Optics) zum UV-VIS-Spektrometer (HR 4000, Ocean Optics) geleitet. Die Justage der
Glasfasern wird auf einer Seite mit einem xyz-Translationstisch (DT12 x,y,z, Thorlabs) und auf
der anderen Seite mit einem z-Translationstisch (DT12 z, Thorlabs) vorgenommen. Der Reflexi-
onswinkel kann mithilfe von Rotationstischen (Pro01/M, Thorlabs), an denen die Fasern befestigt
sind, auf 0,5° genau eingestellt werden. Die Probe befindet sich in einer Glasschale. Bei Untersu-
chungen unter Flussigkeiten tauchen die Glasfaserenden in die Flussigkeit ein, um Brechung zu
vermeiden.

zum PC
Spektrometer | 4———
Glasfaser — HR 2000
/ Lichtquelle

DH 2000

Abb. 32: UV-NIR-Aufbauten zur Untersuchung der Extinktionseigenschaften der Biosensoren unter Licht-
einfall entlang der Probennormalen (links) und unter Winkeln im Bereich von 30° - 50° (rechts 2°%).

Im dritten Aufbau, der zur polarisationsabhéngigen Charakterisierung der optischen Eigenschaf-
ten dient, wird Licht auf einen Polarisator (Thorlabs GmbH, Miinchen Deutschland) gelenkt und
mit einer Linse (OceanOptics) auf die Probe fokussiert. Die Einstellungen fir s- bzw. p-
polarisiertes Licht werden zuvor geeicht. Das gangige Verfahren ist die Betrachtung des Spiegel-
bildes eines Gegenstandes an einer Glasplatte bei Reflexion unter dem Brewster Winkel. Die
Beobachtung erfolgt mit Blick durch den Polarisator. Die Polarisatoreinstellung wird gedreht bis
das Spiegelbild, entsprechend dem p-polarisierten Lichtanteil, verschwindet.”*” ?*! pie Probe
wird mit einem doppelseitigen Klebeband im Zentrum eines Rotationstisches und daneben auf
gleicher Hohe die Referenz befestigt. Dieser Rotationstisch ist mithilfe einer Schiene parallel zum
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Labortisch verschiebbar und so montiert, dass der einfallende Lichtstrahl auf der Héhe des Zent-
rums des Rotationstisches liegt. Diese Anordnung ermdglicht eine einfache Messung von Refe-
renz und Probe. Die Orientierung der Probe senkrecht zur Einfallsebene kann bis auf ein Grad
genau eingestellt werden. Die Winkel-Unsicherheit entsteht beim Aufkleben der Probe, danach ist
die Orientierung bis auf 0,5° genau regelbar.

Lichtquelle Polarisator, Linse
® > |:| O ,\ Probe, Referenz
/ Au
PMMA
Detektor
[ Au ]

Abb. 33: Links: UV-NIR-Aufbauten zur polarisationsabhéngigen Untersuchung der Extinktionseigenschaf-
ten der Biosensoren unter Lichteinfall unter einem festen Reflexionswinkel zur Probennormalen.
Rechts: Darstellung der Orientierung von s- und p-polarisiertem Licht. Als Beispiel fur die verwendeten
nanostrukturierten Proben ist hier ein Wirfel aus PMMA, der mit Gold beschichtet ist, abgebildet.

3.1.6 SPR-Imaging-Aufbau

Die Detektion im Array-Format erfolgt mit einem SPR-Imaging Aufbau von Dr. H. Guvenc. Der
Aufbau besteht aus mehreren Teilen (Abb. 34), einer DH-2000-BAL Lichtquelle (OceanOptics /
USA) ausgestattet mit Deuterium- und Halogenlampen , die in einem Lichtpfad kombiniert wer-
den, einer Edelstahl ummantelten Glasfaser mit einem Kerndurchmesser von 600 um (OceanOp-
tics / USA), einem 74-UV-Kollimator (OceanOptics / USA), einem mit motorisierten Schlitzen aus-
gestatten Cornerstone 260 1/4m Monochromator (Newport Spectra-Physics GmbH / Deutsch-
land), einem Teleskopsystem einschlief3lich einer konkaven PLCC-Linse, mit einer Brennweite
von 100 mm (Laser Components GmbH / Deutschland) und einer konvexen PLCx-Linse, mit einer
Brennweite von 250 mm (Laser Components GmbH / Deutschland ), um den Strahldurchmesser
anzupassen. Der Probenhalter wurde auf einen drehbaren Sockel (Thorlabs GmbH / Deutsch-
land) montiert. Die Detektion erfolgte mit einer hochaufldsende Sensicam em UV-CCD-Kamera
(PCO AG / Deutschland) mit der Abbildungslinse Makro Planar 2/100mm ZF (Carl Zeiss /
Deutschland), die zwischen 400 - 1000 nm arbeitet. Die Aufldésung des Monochromators wurde
durch die Einstellung der Spaltbreite bis 3 nm in allen Experimenten gesteuert. In dem Tele-
skopsystem wurde der Strahldurchmesser auf das 2,5-fache des Durchmessers der Glasfaser
(600 um) eingestellt. Die beleuchtete Flache betragt etwa 1,6 cm’. Die PixelgroRe der CCD-
Detektors betrégt 8 um x 8 um.[ml
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9 8 /7

Abb. 34: SPR-Imaging-Aufbau bestehend aus der Lichtquelle (1), der Glasfaser (2) mit 600um Durchmes-
ser, einem Kollimator (3), dem Monochromator (4), konkave (5) und konvexe (6) Linse, der Probe (7), der
Abbildungslinse (8) und der CCD-Kamera (9) (nach *%). Um eine groRere Flache auszuleuchten wurde die
Linse (3 und 6) entfernt.

3.1.7 SPDM-Mikroskop

Es wurde ein hochauflésendes Fluoreszenzmikroskop verwendet, das die Vorteile der Einzelmo-
lekill-Lokalisations-Mikroskopie (single molecule localisation microscopy, SMLM) mit strukturierter
Beleuchtung (structured illumination microscopy, SIM) verbindet. Der Aufbau ist im Detail in
Rossberger et al.”*¥ peschrieben. Die Messungen wurden unter Verwendung von schaltbaren
Fluorophoren durchgefihrt.
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3.2 Chemikalien und Tragermaterialien

Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten Chemikalien nebst Reinheitsgrad und Hersteller

Hersteller

Chemikalie Reinheitsgrad

Ethanol p.a. Zentrallager, Heidelberg

Voll entsalzt bei einem spezi-

fischen Widerstand von 18,2 Millipore GmbH, Eschborn,

Destilliertes Wasser
Deutschland

Mfcm

Sigma-Aldrich

Phosphatpuffer pH = 7,4 Tablette (Miinchen, Deutschland)
Polyethylenimin (PEI) MW=25000 Da, wasserfrei Sigma-Aldrich
Natriumchlorid > 99,5% Sigma-Aldrich
(T:ng‘:"xr%":jfg;”e Trihydrat | 99 996 Sigma-Aldrich
Natriumborhydrid 99% Sigma-Aldrich
TritonX-100 Sigma-Aldrich
Natriumcitrat 99+% Sigma-Aldrich
N-Hydroxysuccinimid (NHS) 97% Sigma-Aldrich
N-(3-dimethylaminopropyl)-N-
ethylcarbodiimid Hydrochlorid 98% Sigma-Aldrich
(EDC)
Hydroxylamin (NH,OH) 99% Sigma-Aldrich
16-Mercaptohexadecansaure 99% Sigma-Aldrich
1-Oktadekanthiol 98% Sigma-Aldrich
Dimethylsulfoxid p.a. Merck

. Proteingehalt 35 - 65% . .
Fibrinogen from human plasma 98% ge%innbar Sigma-Aldrich

. Chem solute, Geyer (Reinin-

Glycerin 99% gen, Deutschland)
Trinatriumcitratdihydrat 99% Merck
Eg;;llja:]llgylflpn'::?ydrochlorld- Keine Angabe Sigma Aldrich
Wasserstoffperoxid 30% AppliChem, Darmstadt
Ammoniak 25% Sigma Aldrich
Isopropanol p.a. AppliChem, Darmstadt

Alexa 647 Succinimidyl Ester
(A-21676 Component B Car-
boxysaure)

Keine Angabe

Invitrogen, Darmstadt

ProLong®Gold

Keine Angabe

Invitrogen, Carlsbad, USA

Poly-L-Lysin grafted Poly-
ethylenglykol (PLL-g-PEG)

1°mg/ml, aliquot

Keine Angabe

Toluol 99,8% VWR international
PS(500)-block-2PVP-(270) Keine Angabe Polymer Source Inc., Montre-
al, Kanada
Wasserstoffperoxid p.a. Baker, Deventer
Schwefelsaure 25% VWR international
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Tabelle 6: Ubersicht der verwendeten dielektrischen Nanopartikel

Nanopartikel Durchmesser [nm] Konzentration Firma
Silika-NH, 510 - 540 Pulver Esgzﬁ'esgs) (War-
6000 10,0% in Wasser
570
Polystyrol Latex-Plain | 384 10,0% in Wasser Varian
White Partikel 190
96 10,1% in Wasser
46 10.0% in Wasser

Silika-NH, bezeichnet dielektrische aminoterminierte SiO,-Kugeln.
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3.3 Praparation homogener Nanopartikeloberflachen

Feste Glastrager, die mit Gold der Dicke 100 nm und 5 nm Titan als Haftvermittler bedampft sind,
wurden von Georg Albert (KIT) bezogen. Die Substrate werden in 3 Arbeitsschritten (Abb. 28) mit
optisch aktiven Nanopartikelfilmen beschichtet. Zuerst erfolgt eine Reinigung der Substrate mit-
tels Ozon, durch einstiindige Bestrahlung mit einer UV-Quecksilberlampe. AnschlieRend werden
dielektrische Kugeln mit der sogenannten Floating-Methode (siehe unten) an die Substrate ge-
bunden und die Proben abschlielend metallisiert. Als dielektrische Partikel werden Polystyrol-
Nanopartikel oder Silika-Nanopartikel eingesetzt.

Ubertragungs- Impfung % VergroRerung @
N A Al M E—. .
Methode 1 HAuCl, HAuCl, + NH,0H

Abb. 35: Préaparation der metallisierten Nanopartikeloberflachen. Das Substrat wird gereinigt, dielektrische
Partikel werden in einem Langmuir-Blodgett ahnlichen Verfahren auf den Trager tUbertragen, darauf Metall-
Nanopartikel aus einer Suspension abgeschieden (Seeding) und diese Nukleationskeime unter Verwendung
von Hydroxylamin vergroRert (Plating).

3.3.1 Ubertragung dielektrischer Nanopartikel mit Kontaktpunkten mittels Floa-
ting

Mit einer Langmuir-Blodgett dhnlichen Ubertragungsmethode (,Floating“) werden dielektrische
Nanopartikel hexagonal dicht gepackt auf das Substrat tibertragen.?*! (2131 B9 2181 pyje (Jpertra-
gung der dielektrischen Nanopartikel auf ein Substrat erfolgt in mehreren Schritten (Abb. 36).

(@) (b) (c)

Abb.36: Darstellung der Schrittfolge zur Ubertragung dielektrischer Nanopartikel als dicht gepackte Mono-
lage: (a) Ubertrag der Partikel mit Hilfe eines Deckglases auf die Wasseroberflache, (b) Hinzugabe von
Detergenzien zur Verringerung der Oberflachenspannung und (c) Aufnahme der dicht gepackten Partikel-
schicht durch ein Substrat (nach 4.

Zuerst wird die Oberflache vorbereitet. Hierzu werden die Substrate nach der Reinigung mithilfe
eines Polymers positiv geladen, indem die Probe in eine Lésung von zwei Teilen Polyethylenimin-
Lésung (2 mg PEI pro 1 ml 0,5 M NacCl) sowie ein Teil phosphatgepufferter Salzlosung mit pH 7.4
(1 PBS-Tablette pro 200 ml Milli-Q-Wasser) eingelegt wird. Das Polymer erzeugt Spiegelladun-
gen im Goldfilm und bindet elektrostatisch. Ungebundene Polymerlagen werden mit Milli-Q-
Wasser abgespiilt und die Probe im Stickstoffstrom getrocknet. Zum Aufbringen der dielektri-
schen Nanopartikel werden die Polystyrol-Nanopartikel, die als Suspensionen vorliegen, als fester
Bestandteil ab zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
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Die Partikel werden mit doppelter Menge Ethanol verdunnt, wahrend im Fall der Silika-Partikel,
die als Pulver vorliegen, eine Suspension der Konzentration 0,05 mg/ml in Ethanol hergestellt
wird. Die Mischung erfolgt im Ultraschallbad fir 30 min.

Anschlieend werden sie mithilfe eines Deckglases auf der Wasseroberfliche eines Gefal3es
durch Eintauchen verteilt (Abb. 36, (a)). Durch Zugabe von Chemikalien, 5 pl Natriumlaurylsulfat-
Lésung und 5 pl TitronX, bildet sich eine dicht gepackte Monolage (b). Im letzten Schritt werden
die Nanopartikel mit dem Substrat aufgenommen (c). Die Anordnung der Partikel beruht auf Ka-
pillarkraften, 271 12281 12191

3.3.2 Metallisierung der Sensoroberflachen

Zur Metallisierung der Sensoroberflachen werden nasschemische Methoden, lonen-Sputtern und
physikalische Gasabscheidung (PVD) eingesetzt. Beschichtungen mittels PVD-Verfahren wurden
durch Herrn Georg Albert (KIT), Herrn Peter-Jurgen Jakobs bzw. Frau Nees (KNMF, KIT) und
Herrn Volker Schultheif3 (Reinraumtechnik, KIP) hergestellt.

3.3.2.1 Nasschemische Methoden

Die nasschemische Metallisierung der Probe wird in zwei Schritten vorgenommen. Zuerst wird die
Oberflache mit Gold-Nanopartikeln (Seeding) geimpft und dieselbigen durch eine Metallabschei-
dung aus einer Goldsalzlésung (Plating) vergrbBert.”” Beide Schritte werden im Folgenden im
Detail erklart.

Seeding

Zur elektrostatischen Bindung von Goldnanopartikeln im sogenannten Seeding-Schritt wird die
Oberflache mit Polyethylenimin-Lésung positiv geladen und zum Abscheiden der Impfkeime zwei
Mal tber Nacht mit einer citratstabilisierten Gold-Kolloidlésung versetzt. Diese wird in einer Re-
doxreaktion von Tetrachlorgoldsaure mit Natriumborhydrid und Natriumcitrat dargestellt:#** 220
Ausgehend von 600 ml Milli-Q-Wasser, zu dem 6 ml 1%ige Tetrachlorgoldsaure gegeben wird,
erfolgt unter Ruhren zuerst die Zugabe von 6 ml 1%iger Natriumcitrat-Losung und nach 10 Minu-
ten von 0,0045 g Natriumborhydrid, das in 6 ml 1%iger Natriumcitrat-Losung geldst wird. Bei Zu-
gabe der letzten Chemikalie findet ein Farbumschlag zu Rot statt. Ein entscheidender Punkt zur
Herstellung einer monodispersen GréRenverteilung ist das kréaftige Rihren der Lésung bei hoher
Umdrehungszahl fir 60 min. Ist dies nicht der Fall, bilden sich Partikel einer anderen Grof3e. Die
Lésung wird dann nicht rot sondern dunkelviolett, weil die farbgebende Plasmonenresonanz stark
von der PartikelgroRe und -form abhéngt. Es bilden sich positiv polarisierte Goldkolloide deren
Oberflachenladung durch Citrat-Liganden stabilisiert wird (Abb. 37). Die negativ geladenen Lig-
anden erfordern bei der elektrostatischen Deposition von Partikeln auf der Oberflache eine ent-
sprechende positiv geladene Funktionalisierung.

, ©00C /X\coo’
HO -

CoO

.

Abb. 37: Schematische Darstellung der mittels Citrat-Liganden stabilisierten Oberflachenladung der Gold-
kolloide.?*”

3 -
Citrate Citrate

3
Citrate”  Citrate
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Plating

Durch stromlose Goldabscheidung erfolgt die VergroRerung der Goldkeime. Dabei scheidet sich
Gold aus einer 0,1%igen Tetrachlorgoldséure-Lésung durch Reduktion mit 0,04 M Hydroxylamin -
Lésung an den bestehenden Goldkolloiden ab (Abb. 38). Dabei werden die Goldionen durch
Elektronenaufnahme reduziert, das Reduktionsmittel wird oxidiert.

6 NH,0H + 2 HAuCl; — 2 Au + 3 N, + 6 H,0 + 8 HCI Formel 53
Bei dieser Redoxreaktion bilden sich keine neuen Partikel® auf der Oberflache, was vermutlich
auf die Oberflachenenergie der Grenzflache zurlckzufiihren ist,'??? obwohl nach der Nernstschen
Gleichung das Redoxpotential von Hydroxylamin (-1,8 V bei pH 2,5)??® zur Bildung neuer Partikel
ausreichen wirde. Die Reduktions-Lésung ist instabil. Die Reaktion wird durch Absptlen mit Milli-
Q-Wasser gestoppt. Die Reaktionszeit bestimmt, ob sich ein geschlossener Film bildet.

+ Au* + NH,OH —— .
L_d_,! ! .

Abb. 38: Schematische Darstellung der Goldabscheidung. Nukleation in Form neuer Partikel findet nicht
statt (nach ?24).

3.3.2.2 lonen-Sputtern

Zum Besputtern der Sensoroberflachen mit Gold, Titan als Haftvermittler oder Graphit wird das
MED 020 Coating System von der Firma Bal-Tec verwendet. Der Sputter-Coater besteht aus
einem Vakuumsystem, einem Metalltarget bzw. Graphitfaden, einem Probenhalter und der Probe
in Argon-Umgebung.[zz‘” Beim Beschichten der Proben mit Metallen werden mittels elektrischer
Entladung Argon-lonen erzeugt, die auf das Target beschleunigt werden. Durch lonenbeschuss
werden Metallatome aus dem Target gelost und auf der Probe abgeschieden.

Im Fall von Graphit wird durch Kathodenzerstaubung des Graphitfadens eine dinne Graphit-
schicht auf die Proben aufgebracht. Dieses Verfahren reduziert Aufladungseffekte bei rasterelekt-
ronenmikroskopischen Untersuchungen.

3.3.2.3 Silberbeschichtung

Zur Sensoroptimierung wird Silber unterschiedlicher Dicke auf zwei unterschiedliche Oberflachen-
typen aufgebracht. Als Beispiel fur einen plasmonischen Gitterkoppler werden hexagonal dicht
gepackte Nanopartikel und mittels Elektronenstrahl strukturierte Proben verwendet. Den zweiten
Sensortyp bilden dielektrische Filme. In einem Vorexperiment werden PMMA-Filme der Dicke
300 nm und 600 nm beschichtet und die optischen Eigenschaften Uberprift.

Die Metallisierung mit Silber in den Dicken 20 nm und 30 nm mit dem Haftvermittler Titan wird mit
der Sputter-Anlage Alcatel SCM 691 mit unterschiedlichen Raten (Tabelle 7) am Kirchhoff-Institut
fur Physik von Herrn Volker Schultheil3 vorgenommen.
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Tabelle 7: Parameter der Sputter-Anlage zur Metallisierung mit Silber und Titan zur Haftvermittiung

Material Argon-Druck Leistung Rate
Ti (5 nm und 10 nm) 6 mTorr 200 W 1 nm/min
Ag (20 nm und 30 nm) | 8 mTorr 100 W 10,8 nm/min

3.3.3 Herstellung vollstandig umhdllter Partikel

Zur Herstellung vollstandig umhdliter Nanopartikel (Abb. 39) werden PS-Partikel (60 pl/ml) bzw.
Silica-Partikel (0,05 mg/ml) mit einer Losung von zwei Teilen PEI-Lésung sowie einem Teil PBS-
Lésung 30 Minuten im Ultraschallbad gel6st, anschlieRend wenige Minuten bei 8000 rpm zentri-
fugiert und der Uberstand ab pipettiert. Die Nanopartikel werden 3-mal gewaschen, hierzu wird im
ersten Schritt 0.5 M NaCl-Lésung, sonst Milli-Q-Wasser verwendet, um das Agglomerieren der
Partikel durch Ladungsstabilisierung zu verhindern. AbschlieRend werden die dielektrischen Par-
tikel mit der Seeding-Losung versetzt und bei Raumtemperatur auf einem Rittelbrett bei 100 rpm
bis zum Entfarben der Losung inkubiert, dann wird die Seeding-L6sung erneuert.

3.3.3.1 Plating in Suspension

Zum Anwachsen der Nukleationskeime zu einer geschlossenen Metallhiille werden die Nanopar-
tikel mit 1 ml der frisch angesetzten Plating-Ldsung versetzt und die Suspension sofort fir 3 min
mit dem Kreisschittler (Vortexer von IKA, Staufen, Deutschland) geschittelt, 1 Minute zentrifu-
giert und 3-mal mit Milli-Q-Wasser gewaschen.

. +PEl
_—

Abb. 39: Darstellung des Herstellungsprozesses vollstandig mit Gold umhullter Nanopartikel. Nach elektro-
statischer Aufladung der Partikeloberflache mithilfe eines Polymers erfolgen die Abscheidung von Nukleati-
onskeimen aus einer Losung und die anschlieRende VergréRerung der Goldnanopartikel zu einem ge-
schlossenen Mantel.

_
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3.4. Experimente zur Signalentstehung

3.4.1 Filme

Es werden die optischen Eigenschaften sowohl von nicht metallisierten als auch mit 30 nm Gold
bedampften PMMA-Filmen der Dicke 150 nm, 300 nm und 600 nm mit dem UV-VIS-Aufbau win-
kelabhéngig und in Abhé&ngigkeit vom Brechungsindex untersucht, sowie deren Sensitivitat ge-
genuber Proteinadsorption getestet. Die Filme werden durch Spincoating am KIT hergestellt.

3.4.2 Reaktives lonen Plasmaéatzen

Durch Plasmaétzen mit einem radiofrequenzgenerierten reaktiven lonenplasma (Plasma Lab 80
Plus ICP-PIE-System) werden die Partikeldurchmesser von Polystyrolpartikeln, die als hexagonal
dicht gepackte Monolage vorliegen, reduziert und die Partikel vereinzelt (Abb. 40). Als Reaktions-
gas wird (nach “*!) Sauerstoff bei einer Flussrate von 30 Standard Kubik Zentimeter (sccm) bei
einem Druck von 700 mTorr verwendet, die Proben werden wéhrend der Reaktion auf 20°C ge-
kuhlt, um ein unkontrolliertes Verformen oder Schmelzen der Partikel zu verhindern. Die Radio-
frequenzleistung betragt 100 Watt. Als ProbengréRRe wird je eine Flache von 1 cm? gewahlt und
die Proben einzeln nacheinander auf der gleichen Position im Plasmagerat platziert und geatzt.
Diese Vorgehensweise ist erforderlich, weil der Sputterproze sowohl von chemischem Atzen als
auch Sputteratzen bewirkt wird und deshalb die Probengréf3e und Probenposition gegeniber des
ein- und ausstromendem Reaktionsgases die Anzahl an Reaktionspartnern und damit die Atzge-
schwindigkeit andern konnte.

+ Plasma . v \

«— dl—b

Abb. 40: Herstellung isolierter Partikel mittels reaktiven lonenplasmas. Infolge des Atzprozesses nimmt der
Partikeldurchmesser d; der hexagonal dicht gepackten Polystyrol-Nanopartikel auf den Durchmesser d; <d:
ab. Die Partikel werden kleiner und der Partikelabstand erhoht sich.

3.4.3 Goldnanopartikel

3.4.3.1 Herstellung der Goldnanopartikel-Lésung
Die Herstellung der Goldnanopartikel folgt einer Methode nach Frens durch Reduktion von Tetra-

chloraurat (HAuCl,) mit Natriumcitrat.”?® In einem Becherglas wird 1 ml 1% HAuCI;-Ldsung mit
Milli-Q-Wasser auf 100 ml verdiinnt, mit Aluminiumfolie bedeckt und zum Sieden gebracht.
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Dann gibt man 1% Trinatriumcitratdihydrat-L6sung (CgHsNasO; * 2 H,O, 294,1 g/mol) zu und er-
hitzt weitere 10 min. Das Goldsalz wird reduziert. Durch Variation der Menge an Citrat-Losung
(0,5ml, 1 ml, 2,5ml, 3ml, 5ml, 6 ml, 20 ml und 25 ml) werden unterschiedliche Partikelgréf3en
hergestellt. Monodisperse Partikel werden erhalten, wenn alle verwendeten Geréte sauber sind.

3.4.3.2 Messung in Transmission

Die Absorptionseigenschaften der Goldnanopartikellésung werden in Transmission in Abhéngig-
keit von der Partikelkonzentration in wassriger Losung und vom Brechungsindex des Losungsmit-
tels gemessen (Abb. 41). Der Brechungsindex des Lésungsmittels wurde durch Hinzufiigen un-
terschiedlicher Glycerin Konzentrationen variiert. Die Untersuchung erfolgt mit polychromati-
schem Licht. Die Abschwachung der Strahlintensitat beim Durchgang durch die mit Flissigkeit
gefilite Kuvette wird mit einem UV-VIS-Spektrometer relativ zu Wasser als Referenz detektiert.

Lichtquelle ( Spektrometer
DH 2000 HR 2000

Abb. 41: Aufbau zur Messung der Absorptionseigenschaften in Transmission. Eine Klvette aus Quarzglas
wird mit polychromatischem Licht bestrahlt und das transmittierte Licht mit einem UV-VIS-Spektrometer (HR
2000) analysiert.

Zusatzlich wird die Sensitivitdt gegenlber Proteinadsorption getestet, indem zur Goldnanoparti-
kellésung unter Rihren in PBS-Puffer geldstes Fibrinogen zugefugt wird, sodass eine Protein-
konzentration von 1 mg/ml vorliegt. Die optische Antwort wird zeitabhéngig gespeichert.

3.4.3.3 Messung in Reflexion

Hierzu werden die Partikel auf einer Oberflache adsorbiert und in Reflexion untersucht. Nach
einstindiger UV-Reinigung werden die Wafer fir 2 Stunden in eine Polyallylaminhydrochlorid-
Losung (PAH, 1 mg/ml 1 mol NacCl) gelegt und anschlieRend mit Wasser gewaschen, getrocknet
und tiber Nacht mit der Goldnanopartikel-Lésung inkubiert. Das Polymer ist positiv geladen.*”
Die citratstabilisierten Goldnanopartikel adsorbieren elektrostatisch auf dem Substrat.

3.4.4 Elektronenstrahllithographisch hergestellte Oberflachen

Vom KNMF (KIT) werden im Rahmen des Projektes 2010-004-00301 und dessen Fortsetzung
mehrere quaderférmige Nanostrukturen hergestellt (Abb. 42). Als Herstellungsverfahren wird
Elektronenstrahllithographie genutzt. Hierzu werden drei Silizium-Wafer mit 5 nm Chrom als haft-
vermittelnde Schicht und 15 nm Gold bedampft. Es werden auch Proben ohne Haftvermittler an-
gefertigt. Die Oberflachen werden mit einem PMMA-Film der Dicken 150 nm, 300 nm und 600 nm
durch Spincoating beschichtet. AnschlieRend wird der Wafer fir 5 min bei 180°C getempert. Die
Strukturierung erfolgt durch direktes Schreiben mit dem Elektronenstrahl in Form von Quadern,
die zum Teil Uber Stege in Verbindung stehen. Das Substrat wurde bei 110°C fur 5 min getempert
und anschlieBend 30 s entwickelt. Die Nachentwicklungszeit betragt 15 Sekunden. Die Halfte der
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3.4. Experimente zur Signalentstehung

Proben wird mit 30 nm Gold bedampft, die anderen Proben verbleiben nicht metallisiert. Letztere
kénnen anschlieRend nasschemisch metallisiert werden. Die StrukturgroBe betragt 2.5 x 2.5 mm?
bzw. 2,4 x 2,4 mm?®.

PMMA PMMA

0.015 pum Au
0.005 um Cr

1000 pm Si

Abb. 42: Darstellung der Struktur, die durch Elektronenstrahllithographie erzeugt wird. Es wird im Folgen-
den die Bezeichnung (I/b/h-Lys) verwendet fur (Lange/Breite/Hdhe-Abstand benachbarter Quader), Bys und
Lvs sind Breite und Lange der Verbindungsstege. Die HOhe der Verbindungsstege und Quader stimmen
Uberein.

Die Strukturabmessungen werden variiert (Tabelle 8). Ausgehend von der 300/300/300-300 wird
die Hohe der Struktur halbiert oder verdoppelt. Die Strukturabmessungen werden skaliert und die
Verbindungsstegléange verandert. Die Extinktionsspektren der hergestellten Strukturen werden in
Reflexion relativ zum Substrat (Siliziumwafer, 5 nm Cr, 15 nm Au) untersucht. Dabei wird die Ab-
hangigkeit der Spektren von der Probenorientierung, vom Reflexionswinkel und vom Brechungs-
index der Volumenphase untersucht. Anschlielend erfolgt die Adsorption von Fibrinogen
(12 mg/ml) auf den Sensoroberflachen.

Tabelle 8: Ubersicht der nanostrukturierten Oberflachen, die sowohl nicht metallisiert als auch mit 30 nm
Gold bedampft sowie mit und ohne Verbindungsstegen (VS) untersucht werden. Die H6he von Quadern und
Verbindungsstegen ist herstellungsbedingt durch die PMMA-Filmdicke bestimmt und auf einer Probe gleich.

Name Lange [nm] Breite [nm] Hohe [nm] VS-Lange
1 150 keine Stege
2 150

3 150 150 300 150

4 600

5 150

6 600 600 300 600

7 600

8 150

9 300

10 150 600

11 900

12 300 300 keine Stege
13 300 300

14 600

15 900

16 300

17 600 keine Stege
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3.5 Herstellung heterogener Oberflachen

3.5.1 Selbstorganisationsprozesse in hochgeordneten Templat-Strukturen

Als fester Trager werden strukturierte Glas-Substrate von Mikroglas Chemtech GmbH (Mainz,
Deutschland) verwendet.??® Auf einer Flache von 1 cm? befinden sich sechs Arrayfelder mit zy-
linderformigen Vertiefungen unterschiedlichen Durchmessers, die mittels Chrommaske im Tro-
ckenatzverfahren hergestellt werden. Die Mittelpunkte benachbarter Vertiefungen in Feld 1 bis 5
haben einen konstanten Abstand von 10 um (Abb. 43 und Tabelle 9). Dadurch wird eine Struktu-
rierungsdichte von 1 Million Vertiefungen pro cmz erreicht. In Feld 6 wird der Abstand der Struktu-
ren erhéht und die Dichte um die Halfte reduziert, die Kantenlédnge der quadratischen Felder (3
und 6) ist 4,466 mm. Die Felder 5 und 2 haben die Abmessungen 2,15 mm x 3,97 mm. Die Felder
1 und 4 schlieBen direkt an die Felder 2 und 5 an. Die Gesamtkantenlange der Probe ist 1 cm.
Das Layout wurde am KIT in der Forschungsgruppe Peptidarrays von Fieder Markle, PD Dr. Ale-
xander Nesterov-Miiller und Prof. Dr. Frank Breitling entwickelt.

A
1 4 dl dl
c 2 5 e > —,
o t
3 6 t
v
1cm

Abb. 43: Layout der Templat-Strukturen, d; ist der Durchmesser der zylinderférmigen Vertiefungen, d- ist
die Distanz benachbarter Lochrander, t ist die Tiefe der Struktur.

Tabelle 9: Tabellarische Ubersicht der verwendeten Templat-Strukturen

Array-Feld Durchmesser Distanz Strukturtiefe
dy [um] da [um] t [pm]
1 3 7 10
2 4 6 10
3 6 4 10
4 5 5 10
5 7 3 10
6 10 4 14

Die Substrate werden mit 5 nm Titan und 100 nm Gold besputtert und mit einer Polymerbeschich-
tung versehen. AnschlieBend werden dielektrische Partikel auf der Oberflache absorbiert (Tabel-
le 10). Es werden dielektrische Partikel mit unterschiedlichem Durchmesser abgeschieden und
die Anordnung der Partikel in Abh&ngigkeit vom Verhaltnis von Partikel- zu Vertiefungsdurchmes-
ser d; mit dem REM untersucht.
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3.5 Herstellung heterogener Oberflachen

Tabelle 10: Variation der Beschichtung der Templat-Strukturen

Metallisierung des Substrates | Polymerbeschichtung | Partikelbedeckung
5 nm Titan, 100 nm Gold PEI SiO, 540 nm (floating)
5 nm Titan, 100 nm Gold PEI PS 6 um (random)
. PS 6 pm (random),
5 nm Titan, 100 nm Gold PEI Si0, 540 nm (floating)

Die Polystyrol (PS) Nanopartikel werden aus wassriger Losung (0,05 ml PS auf 2 ml 0,1 mol
NaCl) fur zwei Stunden statistisch adsorbiert (Bezeichnung ,random®), indem die polymerbedeck-
te Probe mit der Partikellésung bedeckt wird.

Silika-Nanopartikel (SiO,) werden ausschlieB3lich mittels der Floating-Transfer-Methode auf die
Oberflachen Ubertragen und die Probe liegend an Luft getrocknet (Abb. 44). Partikel, die sich
nicht in den Vertiefungen befinden, werden mit einem fusselfreien Tuch vor dem Trocknen des
Filmes abgewischt. Mit zunehmender Verweildauer der Nanopartikel auf der Oberflache nimmt
die Bindung zwischen Partikeln und Substrat zu. Lasst man die Partikel zuerst trocknen, erfordert
das Abwischen mehr Kraft und zerstort zum Teil die Goldbedeckung.

d, d,

bl

t f’_W_LJ_‘

\ Floating: hcp Nanopartikel

0 oco (e.00) o]

’_@l_@_@r‘

‘ Abwischen: Cluster

f@w

Abb. 44: Herstellung von Nanopartikel Clustern mithilfe von Templatstrukturen. Im ersten Schritt wird die
Probe mit zylinderférmigen Vertiefungen metallisiert. Auf den Templatstrukturen werden mit einer Langmuir-
Blodgett ahnlichen Ubertragungsmethode (,Floating”) aminoterminierte Silikakugeln adsorbiert. Partikel, die
sich nicht in den Vertiefungen befinden, werden durch Abwischen entfernt.

Die Proben werden mit 30 nm Gold besputtert und bezuglich ihrer optischen Eigenschaften mit
dem UV-VIS-Aufbau in Reflexion und Transmission unter Lichteinfall entlang der Probennormalen
untersucht. Als Referenz wird ein Glasobjekttrager mit Titan und Gold beschichtet bzw. die metal-
lisierte Templat-Struktur ohne Nanopartikel verwendet.

3.5.2 Nanopartikel auf DVD

Als Substrat mit Beugungsagitter wird eine 8x DVD+R DL (Verbatim, Eschborn, Deutschland) bzw.
eine CD (Verbatim, 700 MB) verwendet. Nach Entfernen der abdeckenden Plastikschicht mit ei-
ner Schere wird das Gitter mit einem Spurabstand im pm-Bereich zuganglich und mit 100 nm
Gold und 5nm Titan als Haftvermittler besputtert. Silika-Nanopartikel werden auf die
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Gitterstruktur mit der Floating-Tansfer-Methode Ubertragen und mit 30 nm Gold besputtert. Die
Anderung der optische Antwort infolge der Absorption von Partikeln wird mit dem UV-VIS-Aufbau
untersucht. Als Referenz dient das nicht strukturierte Plastik in der DVD-Mitte. Die Proben (Tabel-
le 11) werden auf Sensitivitat gegentiber Fibrinogen-Adsorption aus Losung getestet.

Tabelle 11: Ubersicht der Proben mit Beugungsgitter

Substrat Substrat-Metallisierung Bedeckung

DVD keine keine Nanopartikel

DVD 100 nm Gold 5 nm Titan keine Nanopartikel

DVD 100 nm Gold 5 nm Titan SiO,-NP mit 30 nm Gold
CD 100 nm Gold 5 nm Titan SiO,-NP mit 30 nm Gold

3.5.3 Mikrokontaktdrucken

Zur Strukturierung der Probe im pm-Bereich wird die Bindungsaffinitat von Schwefel zu Gold aus-
genutzt und der goldbedampfte Trager durch Aufdrucken eines Thiols mithilfe eines PDMS-
Stempels funktionalisiert.”” ®) Die Stempelungen werden mit Linien-, Kreis- und Dreieckstem-
peln unterschiedlicher Struktur-Abstédnde ausgefihrt. Hierzu wird der Stempel mit 1 mM Octade-
canthiol-Lésung fur 5 min benetzt, anschlieBend 1 min im Stickstoffstrom getrocknet, auf das
zuvor frisch gereinigte Goldsubstrat gelegt und vorsichtig angepresst. Nach weiteren 10 min wird
die Probe mit reichlich Ethanol gewaschen um Multilagen abzuspulen. Die Probe wird fir eine
Stunde mit einer 1 mM 16-Mercaptohexadecansaure-Losung bedeckt und mit einer groRen Men-
ge Ethanol gewaschen. Zur Aktivierung der Carboxygruppe wird eine Mischung mit Volumenver-
héltnis 1:1 aus einer wassrigen 0,2 M N-(3-dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimid Hydrochlorid
(EDC) Lésung und 0,05 M N-Hydroxysuccinimid (NHS) Losung hergestellt und direkt fir 7 min auf
die Probe gegeben. Danach wird die Oberflache mit Milli-Q-Wasser abgespult und mit einer Sus-
pension aus aminoterminierten Silika-Nanopartikeln in Ethanol mit der Konzentration 0,5 mg/ml
bedeckt. Die Partikel werden kovalent gebunden. AnschlieRend werden nicht gebundene Partikel
mit Wasser abgespult. Die Bedeckung der Probe wird mit dem Rasterelektronenmikroskop tber-
pruft und die optischen Eigenschaften mit dem UV-VIS-Aufbau untersucht. Die Sensitivitat ge-
genluber Brechungsindexanderung in der Probenumgebung und gegeniber Bindungsereignissen
wird gemessen.

,umgedrehtes“ Mikrokontaktdruckverfahren

Eine Alternative zum Mikrokontaktdrucken ist das gezielte Abziehen von Partikeln mit einem
PDMS-Stempel. Hierzu werden ein funktionalisierter mikrostrukturierter Stempel und ein hexago-
nal dicht gepackter Nanopartikelfilm benétigt. Der Nanopartikelfilm wird mit der Floating-Methode
hergestellt und anschlieRend nasschemisch metallisiert. Zur Beseitigung von organischen Verun-
reinigungen und zur Aktivierung der Oberflache wird die Probe direkt vor dem Stempelprozess fur
eine Stunde mit UV-Licht bestrahlt. Indessen wird in Zusammenarbeit mit M. Halbig (MPI) ein
PDMS-Stempel fur 40 min mit Fibronektin inkubiert. Der Stempel wird anschlie@end mit PBS-
Puffer gewaschen und im Stickstoffstrom getrocknet. Dann wird der Stempel auf den aktivierten
Nanopartikelfilm gelegt und vorsichtig angedriickt. Nach 5 min wird der Stempel abgezogen. Da-
bei werden die Bereiche des Nanopartikelfilms, die mit den Erhebungen des Stempels in Kontakt
waren, entfernt. Der Rest des Nanopartikelfiims verbleibt hexagonal dicht gepackt auf der Ober-
flache. Die Qualitat der Strukturierung wird mit dem Rasterelektronenmikroskop Gberpruft.
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3.6 Anwendung

3.6.1 Metallorganische Geriststrukturen

In Zusammenarbeit mit Dr. H. Gliemann (KIT, IFG, Leitung Prof. Dr. Christof Wéll) wird die Pyridin
Diffusion in 4 nm grof3e Poren untersucht. Hierzu werden Sensoren, die aus einem nasschemisch
metallisierten Silika-Nanopartikelfilm bestehen, mit einer epitaktischen Sprihmethode mit oberfla-
chenverankerten metallorganischen Gerlstverbindungen beschichtet. Die Oberflachen werden
mittels Thiol-SAMs funktionalisiert. Zwei unterschiedliche zugrundeliegende SAMs werden einge-
setzt (Tabelle 12). Es wird sowohl Mercaptohexadecan-Saure (MHDA) als auch 9-Carboxy-10-
(mercaptomethyl)triptycen (CMMT) verwendet. In mehreren Zyklen wird am KIT auf die Oberfla-
chen die HKUST-1-SURMOF-Struktur aufgebracht. Die HKUST-1-SURMOF-Struktur ist eine
porése metallorganische Gertststruktur mit Kupfer(ll)-Dimere als anorganische Knotenpunkte
und 1,3,5-Benzentricarboxylatmolekiilen als Linker.?? zur Herstellung des SURMOFs wird mit
einer Handsprih-Vorrichtung abwechselnd eine Lésung mit Kupferacetat und Linker-Lésung auf-
gespriht. Zwischen jedem Schritt wird mit Ethanol gespllt. Nach 15 Zyklen wird eine Schichtdi-
cke von 50 nm erreicht. Analog werden Proben mit einer SURMOF-Dicke von 200 nm, 300 hm
und wenigen Nanometern hergestellt. Die Proben werden am KIT mit Rontgendiffraktometrie
(XRD) (Abb. 45, rechts) untersucht. Die Spektren zeigen, dass das Wachstum der Geruststruktu-
ren nicht komplett geordnet erfolgt.

Zur Beobachtung des Diffusionsprozesses befindet sich die Probe in einem geschlossenen Con-
tainer, in den 4 ml Pyridin eingespritzt wird (Abb. 45, links). Die optischen Eigenschaften werden
unter Lichteinfall entlang der Probennormalen zeitabhéngig gespeichert. Nach zwei Stunden wird
das Pyridin-Reservoir entfernt und die Diffusion aus den Poren beobachtet. Die Messtemperatur
wird mithilfe eines Wasserbades bzw. Eis-Bades variiert (0°C und 35°C). Zum Vergleich wird eine
Probe ohne SURMOF-Beschichtung analog untersucht.

Tabelle 12: Am KIT hergestellte SURMOF HKUST-1-Proben. Mit einer Handsprihvorrichtung erfolgen die
Waschschritte, das Aufbringen Linker-Losung und der Kupferacetat-L6sung. Das Substrat sind jeweils nass-
chemisch metallisierte SiO,-Nanopartikel auf einer 100 nm dicken Goldschicht.

Probe Zyklen Zahl Dicke [nm]

1 15 (CMMT — SAM) 50

2 15 (MHDA-SAM) 50

3 30 200

4 60 300

5 2 Wenige nm, nicht geschlossener Film"

1d.h,, dass die Oberflache nur partiell mit der SURMOF beschichtet ist (Erfahrungswert, KIT).
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Abb. 45: Versuchsaufbau zur Messung der Pyridin Diffusion (links) und XRD-Diagramme (rechts). Rechts
oben ist das Rontgendiffraktions-Diagramm von Probe 1, darunter von Probe 2 und unten rechts das theore-
tisch zu erwartende Spektrum. Das Rontgendiffraktions-Diagramm wurde am KIT in Zusammenarbeit mit
Dr. H. Gliemann (KIT, IFG, Leitung Prof. Dr. Christof Wéll) gefertigt.

3.6.2 Sensitivitatstest gegentiber Proteinadsorption

Die Proben werden unter Laborbedingungen mit Fibrinogenlésung der Konzentration 1 mg/mi
inkubiert und die Anderung der Extinktionsspektren vor und nach der Proteinadsorption unter-
sucht. Hierzu stehen zwei Moglichkeiten zur Verfigung, zum einen die ex situ Messung durch
Vergleich der Exinktionsspektren vor und nach Proteinadsorption im gleichen Medium (z.B. Luft
oder PBS-Puffer). Alternativ dazu ist die in situ Datenerhebung, welche die Detektion unter dem
magischen Winkel unter Flissigkeit in Echtzeit erfordert (Abb. 46). Im letzten Fall wird der Sensor
in eine mit PBS geflllte Schale gelegt, die Zeitmessung gestartet und Fibrinogenlésung zugefigt,
sodass eine Proteinkonzentration von 1 mg/ml PBS vorliegt. Vor dem Herausnehmen der Probe
wird zum PBS-Puffer gewechselt und die Zeitmessung gestoppt.

) R _
), N _« = Glasfaser
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o
Bl Probe
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Abb. 46: Schematischer Aufbau zur winkelabhéngigen Messung der optischen Eigenschaften unter Flis-
sigkeit und der Sensitivitatstests.

3.6.3 Anwendungen im Arrayformat

3.6.3.1 Peptidtransfer

Der Peptidtransfer von einem Glastrager von der Firma PEPperPRINT GmbH (Heidel-
berg/Deutschland), auf dem die Peptide im Arrayformat vorliegen, auf einen Nanopartikelfiim er-
folgt in mehreren Schritten (Abb. 47). Zuerst wird die Probe auf ein Filterpapier in eine grofl3e
Glaspetrischale (10 cm Durchmesser) gelegt. Das Filterpapier wird mit einer Transferflissigkeit
(2:1 Mischung aus Toluol und TFA) vollstéandig angefeuchtet und gleich darauf einige Tropfen der
Ldsung auf die Probe gegeben und durch Schraghalten der Petrischale auf der Probe verteilt. Die
gesamte Probenoberfliche muss mit der Flissigkeit bedeckt sein. Dann legt man den Glastrager
von der Firma PEPperPRINT mit dem zu Ubertragenden Peptidgehalt so auf, dass keine
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3.6 Anwendung

Luftblasen eingeschlossen werden. Ist der Glastrager in Kontakt mit der Probenoberflache, darf
dessen Position nicht mehr veréndert werden. Da der Transfer diffusionsbestimmt ist, wirden
sonst benachbarte Peptidspots vermischt werden. Die Riickseite des Glastragers wird mit einer
Glaspetrischale mit 5 cm Durchmesser beschwert, dieser Druck beginstigt den Kontakt beider
Oberflachen. Bei héherem Druck wird die Nanostrukturierung der Probe beschadigt. Die grof3e
Petrischale wird nun sofort mit dem entsprechenden Glasdeckel zugedeckt um ein zu schnelles
Verdampfen der Ubertragsflissigkeit zu verhindern. Die Probe verbleibt so fiir 2 Stunden im Ab-
zug. Nun wird der Deckel der Petrischale abgenommen und die TFA-Toluol-Atmosphare abdamp-
fen gelassen. Erst wenn offensichtlich die gesamte Flissigkeit zwischen Probe und Glastrager
verdampft ist, diirfen beide mit einer Pinzette getrennt werden. Nicht der gesamte Peptidkontent
wird Ubertragen, daher kann der Glastrager fir weitere Proben analog verwendet werden.

«—— Petrischale
Glastrager | I J
Probe s e
Filterpapier

Abb. 47: Draufsicht zur Anordnung beim Ubertrag des Peptidarrays (links) und Seitenansicht (rechts).

AnschlieRend erfolgen mehrere Waschschritte: Das trockene Filterpapier wird entfernt und die
Petrischale mit einer 1:1 Mischung aus TFA und Toluol gefillt. Die Probe muss bedeckt sein. Die
Schale wird mit dem Glasdeckel zugedeckt. Nach 30 min wird die FlUssigkeit in den vorgesehe-
nen Abfallkanister abgeschittet, die Probe verbleibt dabei und wahrend der weiteren Wasch-
schritte auf dem Boden der Petrischale. Die Probe wird mit Toluol bedeckt und auf dem Schiittel-
brett sehr langsam (etwa 30-mal pro Minute) fur 1 min geschuttelt. Toluol wird abgeschittet und
der Vorgang noch 4-mal mit Toluol und 2-mal mit Ethanol (p.a.) wiederholt. Anschlie3end wird die
Probe liegend an Luft getrocknet. Unter Umstéanden ist der Bereich der Probe, auf dem sich der
Array befindet, aufgrund der Verschiebung der Plasmonenresonanz erkennbar. Die Probe kann
zur genauen Analyse mit SPR-Imaging betrachtet werden.

3.6.3.2 Passivierung

Die Zwischenraume werden fir 30 min mit einer 2 mM EG7-L6sung (7,2 pl pro 10 ml Ethanol)
inkubiert, mit Ethanol gewaschen und an Luft getrocknet.
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3.7 Herstellung der fluoreszenzmarkierten Proben

3.7.1 Substrate

Die kovalente Bindung der Alexa 647 Succinimid Ester erfolgt durch nukleophile Substitution an
feste, mittels Aminogruppe terminierter Trager. Es werden drei Typen nanostrukturierter Oberfla-
chen (Abb. 48) verwendet, die durch kolloidale Nanolithographie, Elektronenstrahl-Lithographie
oder mizellarer Block-Copolymer-Nanolithographie aufgebracht und anschlieRend funktionalisiert
werden.
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Abb. 48: Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme der verwendeten Oberflachentypen. Oben links: nass-
chemisch mit Gold metallisierter Nanopartikelfilm (SE2-Aufnahme) Oben rechts: Nasschemisch metallisier-
te elektronenstrahllithographisch hergestellte Wurfelstruktur (600/600/600-600). Die Wiirfel mit der Kanten-
langen 600 nm sind Uber genauso lange aber nur etwa ein Drittel so breite Stege verbunden. Unten: hexa-
gonal geordnete Gold-Nanopartikel mit unterschiedlichen Partikelabstanden. Die Proben wurden mit mizella-
rer Block-Copolymer-Nanolithographie hergestellt. Unten links: Der mittlere Abstand zwischen benachbar-
ten Gold Nanopartikeln betragt 38 nm und der Partikeldurchmesser 8 nm + 2 nm. Unten rechts: Der Parti-
kelabstand ist 70 nm und Partikeldurchmesser 20 nm. Die Aufnahmen wurden mit dem Inlens-Detektor auf-
genommen.

Die erste Probe besteht aus nasschemisch mit Seeding und 3 min Plating'>*” metallisierten Silika-
Nanopartikeln mit einem Durchmesser von 540 nm, die auf einem mit 100 nm Gold und 5 nm
Titan metallisierten Glassubstrat hexagonal dicht gepackt angeordnet sind.
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3.7 Herstellung der fluoreszenzmarkierten Proben

Als Alternative zu Nanopartikel-Monolagen wird die am KNMF gefertigte 600 nm Wrfel-Struktur
(Probe 7, Tabelle 8) mit genauso langen aber nur 200 nm breiten Stegen nach nasschemischer
Metallisierung mit Protein funktionalisiert und fluoreszenzmarkiert.

Den dritten Probentyp bilden auf einem Deckglas hexagonal angeordnete Goldnanopartikel mit
einem Durchmesser von acht Nanometern. Die Herstellung erfolgt durch einen Tauchbeschich-
tungsprozess, der sogenannten mizellaren Block-Copolymer-Nanolithographie in mehreren
Schritten (Abb. 49).1231 12321 1233]
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Abb.49: Schematische Darstellung nanostrukturierter Oberflachen mittels mizellarer Block-Copolymer-
Nanolithographie (nach %),

Zuerst wird die Beschichtungslésung nach Lohmuiller et al.? hergestellt. Diese besteht aus ei-
nem Di-Blockcopolymer, das in hydrophoben Lésungsmitteln Mizellen mit hydrophilem (Poly-2-
vinyl-pyridin, P2VP) Kern und hydrophober (Polystyrol, PS) Hille unter Minimierung der Enthalpie
ausbildet, indem ungiinstige Wechselwirkungen mit dem Lésungsmittel vermieden werden. %
%34 Hierzu werden 5 mg PS(500)-block-2PVP-(270) (Polymer Source Inc., Montreal, Kanada) pro
1 ml Toluol eingewogen und mindestens 24 Stunden gerihrt. Im nachsten Schritt erfolgt die Imp-
fung der Mizellen mit einem Goldsalz, indem 3,66 mg Tetrachlorgoldsaure (HAuCl;*3H20) pro
1 ml Polymerlésung in Schutzgasatmosphéare zugegeben werden. Die Suspension wird bis zum
Lésen des Goldsalzes geriihrt, dabei agglomerierten die Goldsduremolekile im Poly-2-vinyl-
pyridinkern der Mizellen. Im ndchsten Schritt erfolgt die Abscheidung der Mizellen auf einem mit
Piranha-L6sung gereinigten und damit aktivierten Deckglas mittels Tauchbeschichtung. Das
heil3t, die Substrate werden senkrecht in die mizellare Goldlésung getaucht und mit einer kon-
stanten Geschwindigkeit (wenige mm/min) herausgezogen. Beim Herausziehen verdunstet das
Lésungsmittel auf der Probe. Durch die Verdunstung wirken Kapillarkrafte zwischen den Mizel-
len.?®! P18 Eg pilden sich hexagonal strukturierte Oberflachen mit hoher lateraler Ordnung.
Der Herstellungsprozess wird durch die Reduktion der Tetrachloroaurationen zu Gold mittels
Wasserstoffplasmabehandlung abgeschlossen. Die Reaktion erfolgt fir 45 min bei einem Was-
serstoffdruck von 0,4 mbar und einer Leistung von 150 W. Das Plasma wird durch ein Mikrowel-
lenplasmagerat TePlal00-E (PVA TePla AG, Wettenberg) generiert.
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3 Experimenteller Teil

Zur Kontrolle der erzeugten Strukturen wird eine Probe mit Graphit besputtert und mit dem Ras-
terelektronenmikroskop untersucht.

3.7.2 Reaktive Farbstofflésung

Zur Markierung der Proben werden Alexa 647 Molekille (A-21676 Component B carboxy acid,
succinimidyl ester) von der Firma Invitrogen (Darmstadt) verwendet (Abb. 50). Der Farbstoff ver-
fugt Uber einen hohen Extinktionswert bei 239000 cm™™?, ein Molekulargewicht von 1300 g/mol
und emittiert im sichtbaren Spektralbereich.[ze’s] Das Absorptionsmaximum liegt bei 649 nm, die
maximale Emission liegt um die Energie 0,06 eV niedrigerer (Stokes-Verschiebung) und wird bei
665 nm beobachtet. Diese Fluorophore werden haufig als Marker eingesetzt. Die Farbstoffe
zeichnen sich durch die hohe Quantenausbeute, Langzeit-Stabilitat und Photostabilitat aus. Die
Molekille werden meist Uber ihre reaktive Gruppe selektiv an Amine von DNA- oder Proteinmole-
kilen gebunden. Die Farbigkeit entsteht durch das ausgedehnte Pi-System (Abb. 50) worin das
freie Elektronenpaar am direkt zum aromatischen System benachbarten Stickstoffatom delokali-
siert wird, weil durch die spZ-Hybridisierung des zum aromatischen System gehodrenden Kohlen-
stoffatoms, an dem das Stickstoffatom hangt, ein Elektronen ziehender Effekt entsteht.!*®!

Stokes-Verschiebung

0,20 4 A g
O
N-O-@-(CH:}_.; CH, HaG CHs — 015 1
0 08 & Z SO, p=
5 0,104
3K’ =
=
w 0,05
OJ‘ 03'

0,00

——r—— 77—
300 400 500 600 700 800 900 1000
Wellenlange [nm]

Abb. 50: Dargestellt ist die chemische Struktur von Alexa 647 (Iinks)[237] und rechts das gemessene Ab-
sorptions- (schwarz) und Fluoreszenzspektrum (blau). Die Anregung der Fluoreszenz erfolgte bei 630 nm
um den Emissionspeak beobachten zu kdnnen. Die Stokes-Verschiebung betragt 19,4 nm, was 0,06 eV
entspricht. Die Fluoreszenzmessung erfolgte in der Gruppe von Prof. (apl.) Dr. Dirk-Peter Herten mit dem
Cary Eclipse Fluoreszenz Spektrophotometer (Varian, Darmstadt).

Der Farbstoff wird nach Gebrauchsanweisung (2381 1259 frisch in 50 pl DMSO 15 min im Ultra-
schallbad geldst, direkt anschlieRend mit 30 ml Natriumhydrogenkarbonat Puffer (pH 8,3) im Ult-
raschallbad verdiinnt und sofort verwendet. Die reaktive Farbstofflésung ist in wassriger Lésung
instabil, weil die Anker der Alexa-Molekiile hydrolysieren. 23 123

3.7.3 Funktionalisierung und Bindung der Alexa Molekle
Die Kern-Schale-Nanopartikeloberflache erforderten keine weitere Funktionalisierung, da herstel-

lungsbedingt Aminogruppen auf den Silika-Nanopartikeln vorhanden sind. Die Probe wird direkt
nach der Herstellung fiir wenige Sekunden in die reaktive Farbstofflésung getaucht.
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3.7 Herstellung der fluoreszenzmarkierten Proben

Im Fall der KNMF-Probe erfolgte die Bindung der Farbstoffmolekiile elektrostatisch tiber Fibrino-
gen, das aus einer 1 mg/ml Lésung in PBS-Puffer unter Laborbedingungen 3 h auf der Oberfla-
che adsorbiert wird. Die Probe wird mit Milli-Q-Wasser gewaschen, getrocknet und flr wenige
Sekunden in die reaktive Farbstofflosung getaucht. Danach wird die Probe sofort gewaschen und
eingebettet.

Die mit mizellarer Block-Copolymer-Nanolithographie hergestellten Proben werden gegeniiber
unspezifischer Adsorption passiviert. Hierzu wird der Unterschied zwischen den Probenmateria-
lien Glas und Gold ausgenutzt. Direkt nach der Aktivierung der Oberflache mit 15 min Wasser-
stoffplasma (0,4 mbar, 150-160 W) wird Poly-L-Lysin-Polyethylen-Glykol (PLL-g-PEG) aus einer
aliquoten Ldsung (0,15 mg/ml Puffer) ionisch an die negative Glasoberflache gebunden. Nach
40 min wird die Probe gewaschen und in 0,5 M 11-Amino-1-undecanthiol Lésung fur 1 h gelegt,
anschlieBend mit hoher Scherung gewaschen und in die Farbstofflésung getaucht, gewaschen
und im Stickstoffstrom getrocknet. Die Bindung erfolgt Giber die Schwefelgruppe auf den Goldna-
nopartikeln. Die Aminogruppe des Thiols liegt im alkalischen Milieu im reaktiven Zustand vorl®
und kann den Farbstoff kovalent binden (Abb. 51).
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Abb.51: Reaktionsgleichung des Alexa 647-Farbstoffmolekils mit 11-Amino-1-undecanthiol, das an das
mit Goldnanopartikeln beschichtete Deckglas gebunden vorliegt. R; ist das Farbstoffmolekil und R; das
gebundene 11-Amino-1-undecanthiol ohne die NH-Gruppe.

Als Einbettmedium fir die fluoreszierenden Proben wird ProLong®Gold verwendet, das den opti-
malen pH-Wert fiir Alexa-Farbstoffe bietet und den Brechungsindexunterschied zum Deckglas
minimiert, welches die Kristallisation des Einbettmediums (Abb. 45) verhindert. Im kristallinen
Zustand tritt Autofluoreszenz auf. Das Deckglas wird mit Glasreiniger (50% Wasser, 25% Isopro-
panol, 25% Ammoniak) gereinigt.[24°] Die Probenréander werden mit Nagellack versiegelt und die
Probe bis zur Messung lichtgeschiitzt und kihl gelagert.
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Abb.52: Schematische Darstellung des Aufbaus der mittels hexagonal angeordneten Goldnanopartikeln
strukturierten Probe. 11-Amino-1-undecanthiol Molekiile dienen als Platzhalter zwischen den Goldnanoparti-
keln und den Alexa 647-Molekilen. Die Bindung findet in alkalischem Milieu statt.
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3.8 Datenerhebung

3.8.1 Extinktionsspektren

Die Spektren werden mit dem Programm SpectraSuite von Ocean Optics aufgenommen.[z“] Zu
Beginn der Messung wird die Intensitat der Referenzprobe als Funktion der Wellenlange und ein
Dunkelspektrum gespeichert. AnschlieBend tauscht man die Referenz gegen die Probe und
wechselt in den Absorptionsmodus. Die logarithmisch aufgetragene Anderung der Absorption der
Probe relativ zur Referenz wird dargestellt. Die Software wertet jedes Pixel auf dem Detektor aus
und berechnet das Spektrum.

S -D) Formel 54
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S ist die Probenintensitat, D ist die Dunkelintensitét und R ist die Referenzintensitéat. Die Absorp-
tion eines Stoffs bei Untersuchungen in Flissigkeiten hangt von der Konzentration der Lésung ab
und folgt dem Lambert-Beer-Gesetz. Die Absorption ist dann gleich dem Produkt aus dem stoff-
abhangigen und wellenlangenabhéngigen Extinktionskoeffizient, der Konzentration der Lésung
und der Dicke der Kivette. Das Spektrum wird im Textformat gespeichert, wobei die Wellenlange
und der zugehdrige Extinktionswert durch ein Tab getrennt sein missen. Die Auswertung erfolgt
mit dem Programm Origin. Die Absorptionsmaxima werden unter Verwendung des Voigt-Profils
mit dem Levenberg-Marquardt-Algorithmus angepasst. Das Voigt-Profil ist eine Faltung aus
Gaul3- und Lorentz-Profil. Als Parameter werden ein Offset y,, die Flache A, die Halbwertsbreite
der Gaul3- wg und Lorentz-Verteilung wy, die Zentrum-Wellenlange x. verwendet.
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Die Anpassung im oberen Drittel des Extinktionsmaximums fiihrt zu einer guten Ubereinstimmung
mit den Messwerten (nach [64]). Die Peak Form ist zum Teil asymmetrisch und fanoartig.

3.8.2 Lineare Anpassung

Alle linearen Anpassungen werden mit dem Programm Origin durchgefiihrt, indem die Parameter
Steigung und y-Achsenabschnitt unter Minimierung der Residuen angepasst werden.

3.8.3 SPR-Imaging

Im Wellenlangenbereich von 450 — 900 nm werden in 5 nm Schritten Bilder von der Probe ge-
speichert. Als Dateiname wird die verwendete Wellenlange verwendet. Die Auswertung basiert
auf der Intensitatsbestimmung von Pixeln am Ort des mit Liganden besetzten Spots und des Hin-
tergrunds und erfolgt mit dem Matlab Programm HAUTE_CUISINE, das von Dr. J. Wagner im-
plementiert wurde. Hierzu werden die Mittelpunkte von Spot und Hintergrund definiert und die
Intensitatswerte in einem Kreis von 4 Pixeln gemittelt. AnschlieRend werden die Intensitaten als
Funktion der Wellenlange mit Origin aufgetragen.

66



3.8 Datenerhebung

3.8.4 Fluoreszenzmessungen

Die Fluoreszenz wurde mit einer Laserlinie bei 671 nm bei einer Laserleistung von 70 mW ange-
regt. Pro Messung wurde ein Bilderstapel von 1000 — 10000 Einzelaufnahmen gespeichert. Zu
Beginn jeder Messung wurde anhand des Blinkverhaltens der Ereignisse die Integrationszeit pro
Einzelaufnahme optimal eingestellt. Die Messung erfolgte zusammen mit einem Mitarbeiter des
Arbeitskreises von Prof. Dr. Dr. Christoph Cremer. Die Auswertung der Daten erfolgt nach dem
Levenberg-Marquardt-AIgorithmus[l35] bzw. nach dem Maximum Likelyhood Kriterium rechnen.**®!
Letztere Methode basiert auf der Bestimmung des Schwerpunkts der Intensitatsverteilung von
jedem blinkenden Ereignis nach Gruell et al.®* Als Parameter fiir die Auswertungen wird fir die
fastSPDM-Methode die geschéatzte Anzahl der fluoreszierenden Signale pro Einzelaufnahme (hier
3) bendtigt. Fur Auswertungen nach dem Levenberg-Marquardt-Algorithmus wird zuséatzlich eine
geschatzte mittlere Lokalisationsgenauigkeit (hier 55 nm) definiert. Diese Parameter missen in
der richtigen GréRenordnung sein, um die Rechenzeit zu verklrzen. Eine Abschétzung dieser
Parameter erfolgt durch Z&ahlen von Signalen in mehreren Einzelaufnahmen der aufgenommenen
Sequenz. Zur Visualisierung wurde der Algorithmus Orte2Bild mit einer gewiinschten Rasterweite
von 20 nm verwendet. Alle gefundenen Fluoreszenzsignale werden automatisch in eine zweidi-
mensionale Karte, dem Lokalisationsbild, eingetragen.[137] Die strukturellen Einzelheiten werden
anhand des Weitfeldbildes und des Lokalisierungsbildes bestimmt. Zur Analyse der Abstande
werden die Intensitaten des Bildes entlang einer Gitterrichtung integriert. Hierzu wird entlang der
x-Bildkoordinate fur jeden Pixel die Intensitatswerte |, in y-Richtung summiert:

L = Z Iy Formel 56
y

Die Darstellung der Intensitatsplots erfolgt mit dem Programm Origin.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Besonders wichtig zum Verstandnis biologischer Prozesse sind die Wechselwirkungen und Affini-
taten interagierender Molekile im thermodynamischen Gleichgewicht.[S] Der unmittelbare Nach-
weis komplexer Biomolekiile basiert auf der Wechselwirkung der Molekile mit der Oberflache
oder spezifischen Interaktion mit immobilisierten Fangmolekilen. Biomolekile sind meist aus
wenigen chemischen Bausteinen mit geringen Unterschieden aufgebaut. Zur Beobachtung von
Bindungsprozessen &hnlicher Biomolekile wird eine hohe Selektivitat benotigt. Diese wird aber
nicht vom Sensor selbst, sondern durch entsprechende Funktionalisierung bereitgestellt. Die For-
derung nach einer hohen Sensitivitat ist mit kleinen Molekiilmengen bzw. niedrigen Konzentratio-
nen verbunden. Ein besonders wichtiger Faktor, der die Sensitivitdt bestimmt, ist die Nachweis-
methode. Neuere markierungsfreie Detektionskonzepte beruhen auf der sogenannten lokalen
Oberflachenplasmonenresonanz (LSPR), bei der kollektive Elektronenschwingungen in metalli-
schen oder metallisierten Nanopartikeln angeregt werden.?*?

Vor einiger Zeit wurde am Lehrstuhl fir Angewandte Physikalische Chemie der Universitéat Hei-
delberg ein Konzept entwickelt, das beide Aspekte — SPR und LSPR — in einem Bauelement
kombiniert und eine deutlich hohere Nachweisempfindlichkeit als konventionelle Verfahren be-
sitzt. 1220 1 9L 2151 1481 A5 Grundlage fiir das Design der Sensoroberflache werden hoch sensitive
Kern-Schale-Nanopartikel eingesetzt. Hierzu werden monodisperse dielektrische Nanopartikel
aus Polystyrol (PS) oder SiO, mit einem Durchmesser von etwa 190 — 570 nm auf metallbe-
schichteten Substraten abgeschieden und anschlieBend durch Goldabscheidung aus Lésung mit
Metall umhllt (Core-Shell-Partikel). Diese optisch aktiven Oberflachen zeigen eine Uberraschend
starke Rotverschiebung ihres Extinktionsspektrums in Reaktion auf Molekilanlagerungen und
somit ein hohes Potential fUr einen Einsatz als markierungsfreie Biosensoren. Aufgrund der Kom-
plexitat der eingesetzten plasmonischen Strukturen war es bisher jedoch nicht méglich, die Ursa-
che ihrer hohen Empfindlichkeit im Detail zu klaren.

In dieser Arbeit wird anhand vereinfachter Modellsysteme die Signalentstehung sowohl experi-
mentell als auch mit theoretischen Berechnungen quantitativ beschrieben. Mithilfe der gewonne-
nen Erkenntnisse wird ein integriertes bioanalytisches System auf Basis plasmonischer Nano-
strukturen entwickelt, das die markierungsfreie und parallele in situ Detektion biospezifischer Bin-
dungsereignisse in komplexen Peptidarrays ermoglicht.

Die Ergebnisse werden in sechs Hauptteilen dargestellt. Zuerst wird die Signalentstehung anhand
homogener Oberflachen untersucht. Hierzu werden die optischen Eigenschaften von Kern-
Schale-Nanopartikeln, die aus dielektrischen Nanopartikeln mit einer metallischen Hille beste-
hen, vorgestellt. Die Ursachen der Sensorantwort werden durch die Untersuchung der einzelnen
Sensorkomponenten charakterisiert. Das heif3t, die Extinktion von Goldnanopartikeln wird ge-
trennt von der optischen Antwort nicht metallisierter dielektrischer Schichten diskutiert. Im zweiten
Kapitel werden die Oberflachen beziiglich ihrer Sensitivitdt gegeniber Fibrinogen-Adsorption
untersucht. Der dritte Teil zeigt die Leistungsfahigkeit der Sensoren bezuglich der in situ Detekti-
on von Proteinadsorptionsprozessen. Im vierten Hauptteil werden Methoden zur Sensitivitatsstei-
gerung vorgestellt. AnschlieBend wird ein Modellsystem fur die Nanopartikelfilme mit Elektronen-
strahl-Lithographie entwickelt. Das letzte Kapitel befasst sich mit Anwendungen im Hinblick auf
die medizinische Diagnostik.
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4.1 Signalentstehung

Im ersten Schritt wird die Signalentstehung der Schichtsysteme aus metallisierten monodispersen
dielektrischen Nanopartikeln aus Polystyrol (PS) oder Siliziumdioxid (SiO,) untersucht. Die Parti-
kel werden unter Variation des Nanopartikeldurchmesser von 190 — 570 nm auf einem Substrat in
Form einer Monolage abgeschieden und metallisiert. Als Metallisierungsmethode werden die
nasschemische Methode und Besputtern im Fall von Gold gewabhilt.

4.1.1 Dielektrische Kontaktpunkte in Kern-Schale-Nanopartikelfilmen

In diesem Kapitel wird die Komplexitéat des eingesetzten plasmonischen Sensors vorgestellt. Die
Nanopartikelfilme werden bezuglich ihres Aufbaus charakterisiert und im Hinblick auf ihre opti-
schen Eigenschaften im sichtbaren Spektralbereich verglichen. Die Messungen erfolgen in Refle-
xion relativ zu einer Referenz. Die Referenz ist das nicht mit Nanopartikeln beschichtete Substrat
(Glas mit 5 nm Titan und 100 nm Goldfilm).

Aufbau

Die hergestellten Oberflachen unterscheiden sich hinsichtlich der Gro3e der verwendeten Nano-
partikel und ihrer Metallhille (Abb. 53). Abhéngig von der gewéhlten Metallisierungsmethode sind
die dielektrischen Nanopartikel unterschiedlich umhallt. Wahrend das Bedampfen zu einer Schale
von oben bis zum Aquator der dielektrischen Nanopartikel fiihrt (Abb. 53, 11.), ist im Fall von be-
sputterten Proben auch die untere Hemisphare bedeckt (Abb. 53, 1ll.), allerdings mit einer diinne-
ren Metallschicht als die obere Hemisphéare. Eine gleichméaRige Metallisierung der gesamten
freien Oberflache erhéalt man durch die nasschemische Metallisierung von dielektrischen Nano-
partikeln auf der Oberflache (Abb. 53, IV.) oder in Losung (Abb. 53, V.).

Lichtquelle und Detektor 100 nmAu 100 nm Au
SnmTi 5nmTi
Glas Glas

Bedampfte Probe Besputterte Probe

V.
100 nmAu V.
5nmTi
Glas 100 nm Au 100 nmAu
Referenz 5nmTi 5nmTi
Glas Glas

In Lésung nasschemisch
metallisierte Probe

Nach Nanopartikelabscheidung
metallisierte Probe

Abb. 53: Dargestellt ist die Referenz I. und die Proben mit unterschiedlicher Metallisierung: bedampftem
dielektrischem Nanopartikelfilm 1l., besputterten Ill., nasschemisch auf der Oberflache metallisierten IV.
sowie nasschemisch in Losung metallisierten und anschlieBend auf der Oberflaiche abgeschiedenen
Partikeln. V.. Dielektrische Kontaktpunkte zwischen benachbarten Partikeln sind fir die Proben vorhanden,
bei denen die Metallisierung auf der Oberflache erfolgt (Il., Ill. und IV). d ist der Durchmesser der
dielektrischen Nanopartikel.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Die Abbildung der Probenoberflache erfolgt mit dem Rasterelektronenmikroskop. Die Ubertra-
gungsmethode Floating fuhrt zu einer hexagonal dicht gepackten Monolage dielektrischer Nano-
partikel auf dem Substrat (Abb. 54, I. — VIII.). Unter Nutzung des Materialkontrastes kénnen die
Kontaktpunkte der dielektrischen Partikel mit dem Substrat sowohl auf dem Substrat (Abb. 54, IV.
und V.) als auch auf der Partikelunterseite (Abb. 54, VII. und Abb. 54, VIII.) und Kontaktpunkte
benachbarter dielektrischer Nanopartikel (Abb. 54, VI.) beobachtet werden. Hierzu wird ein Tell
des Partikelfilms mit einem Klebeband abgezogen, so dass die Kontaktpunkte sichtbar werden.
Der Nanopartikelfilm ist nicht komplett geordnet, da die Partikel herstellungsbedingt tUber eine
gewisse Grolenverteilung verfiigen und der Adsorptionsprozess der Partikel auf dem Substrat
auf Selbstaggregationsprozessen beruht. Die Partikelmonolage weist daher Doméanen auf. Eine
Bildung von Multilagen wird fur die Partikel beobachtet, die vor der Adsorption in Losung metalli-
siert wurden und eine vollstandige Metallhulle aufweisen (Abb. 54, 1X.). Benachbarte Nanopartikel
verfugen daher nicht tber dielektrische Kontaktpunkte.

Abb. 54: REM-Aufnahmen der gefloateten Silika-Nanopartikel mit einem Durchmesser von 540 nm nach
Besputtern mit 30 nm Gold I. und nach nasschemischer Metallisierung Il.. lll. zeigt die Anordnung von ge-
floateten Polystyrol-Nanopartikeln mit einem Durchmesser von 190 nm, die Adsorption erfolgt in einer Mo-
nolage IV. und V. zeigen die Kontaktflachen zum Substrat. In VI. sind die Kontaktpunkte zu den nachsten
Nachbarpartikeln dargestellt. Die Aufnahmen wurden durch Abziehen der Partikel mit einem Klebeband
aufgenommen. Untersuchungen der Nanopartikel auf dem Klebeband zeigen die Kontaktpunkte zur Ober-
flache fur die mit Floating Ubertragenen und nasschemisch metallisierten Polystyrol-Nanopartikel vom
Durchmesser 380 nm VII. und 190 nm VIII.. IX. zeigt Polystyrol-Nanopartikel, die in Lésung vollstandig
umbhiillt wurden. Die Adsorption der vollstandig umhdliten Partikel erfolgt in Multilagen. Aufgrund des Mate-
rialkontrastes erscheinen die Goldnanopartikel als helle Punkte. Die Plating-Zeit betrug 3 min.

Ein wichtiger Aspekt fir die Struktur des Nanopartikelfilmes auf dem Substrat sind die Stabilitat
und Ordnung des Nanopartikelfimes auf der Wasseroberflache beim Floating vor dem Ubertrag
auf das Substrat. Hierzu tragen mehrere Faktoren bei.?*® 2*!l Besonders von Bedeutung sind die
van-der-Waals-Wechselwirkungen, die Oberflachenspannung, und die Kapillarkrafte.[217] 241 pie
Krimmung der Wasseroberfliche kostet Energie aufgrund der Oberflachenspannung.
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4.1 Signalentstehung

Die Minimierung der Energie des Gesamtsystems erfolgt dadurch, dass benachbarte Partikel eine
attraktive Kraft erfahren.?*® Die Haftkraft zwischen zwei Kugeln, die durch eine Flissigkeitsbri-
cke verbunden sind, hangt ab vom Benetzungsverhalten und den Hauptkrimmungsradien R; und
R,. Die Herleitung der Krimmungsradien erfolgt Giber die Winkelbeziehungen am Dreiphasenkon-
takt (Abb. 55). Als Haftkraft F ergibt sich®*”

——sina
4

P (1 1)7‘[d2 Formel 57
~ R, "R,

a ist der Benetzungswinkel, 8 der Kontaktwinkel, o die Oberflachenspannung der Flissigkeit und
d der Kugeldurchmesser. Die Kraft nimmt quadratisch mit dem Durchmesser zu. GroRRe Partikel
lassen sich daher dichter anordnen.

Abb. 55: Schematische Darstellung zweier Partikel, die durch eine Flussigkeitsbriicke verbunden sind.?*"

Die wirkenden Krafte sind materialabh&ngig. Die Ursache fir die Bildung von Multilagen von voll-
standig umhullten Partikeln l1asst sich auf die van-der-Waals-Wechselwirkung zurtickfuhren. Die
Wechselwirkungsenergie W zwischen kugelférmigen Partikeln mit dem Radius R ergibt sich im
Sinne der Derjaguin-Naherung zu
AyR Formel 58
12k

h ist der Abstand von Oberflache zu Oberfliche und A ist die Hamaker-Konstante.?*® Typische
Werte fur die Hamaker Konstante sind im Bereich von 10%°J in Luft, in Wasser sind die Krafte
zehnmal kleiner. Die Partikel werden auf der Wasseroberflache gefloatet. Dadurch wechselwirken
die Partikel auch in der Luftphase. Metallisierte Partikel lagern sich starker zusammen als bei-
spielweise die unbehandelten PS-Partikel, weil die attraktive Kraft im Fall von metallisierten Parti-
keln grofRer ist. Die Starke der Kraft zwischen zwei Teilchen wird mit der Hamaker-Konstante
ausgedruckt. Diese betragt fur Polystyrol 1,310 J, fiir Gold ist die Konstante mit 30-10%°J um
den Faktor 20 grbBer.[248]

Nichtmetallisierte dielektrische Partikel mit einem Radius von 250 nm und grdf3er ordnen sich
dicht an. Nanopartikel mit kleinerem Radius formen weniger dichte Monolagen (Abb. 54, 1ll.), weil
die Wechselwirkungskrafte kleiner sind. Die van-der-Waals-Wechselwirkung nimmt proportional
zum Partikelradius ab. Fur kleine Partikel, z.B. mit einem Durchmesser von 50 nm, ist daher die
Methode Spincoating zu bevorzugen. Fur geladene Nanopartikel kann eine Adsorption in Gegen-
wart von NaCl,**® das die Ladungen abschirmt, zu geordneten Filmen mit Kontaktpunkten'?*”
fuhren.

Optische Eigenschaften

Die optischen Eigenschaften hadngen stark von der Nanostrukturierung der Oberflache ab und
werden mit weiRem Licht in Reflexion gemessen. In den Extinktionsspektren werden mehrere
Peaks beobachtet, die umso scharfer sind, je grof3er der Durchmesser der Nanopartikel ist
(Abb. 56, links). Dabei werden optische Dichten von mehr als 2 O.D. erreicht. Die Peaks im
Spektrum vollstandig umhllter Nanopartikel sind flach und breit (griine Kurve). Die schlecht aus-
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4 Ergebnisse und Diskussion

gebildeten Peaks werden unabhéngig davon beobachtet, ob Multilagen oder weniger dicht ge-
packte Monolagen vorliegen. Daher lasst sich schlussfolgern, dass dielektrische Kontaktpunkte
zwischen benachbarten Nanopartikeln und zum Substrat wichtig fur scharfe Extinktionsspektren
sind. Allen Spektren gemeinsam ist ein Peak bei 238 nm, der durch die Absorption der Polystyrol-
Nanopartikel hervorgerufen wird. Die anderen Resonanzmaxima sind Extinktionspeaks. Untersu-
chungen statistisch adsorbierter Nanopartikelfilme flihrten zu &hnlichen Beobachtungen.[25°]

Vergleich nicht metallisierter und metallisierter Nanopartikelfilme

Einen Hinweis auf die Signalursache liefert der Vergleich der Extinktionseigenschaften von nicht
metallisierten Nanopartikel-Filmen und metallisierten Partikeln. Bereits ohne Metallisierung der
Nanopartikelfilme werden periodische Resonanzen im Extinktionsspektrum beobachtet (Abb. 56,
rechts), die infolge der Metallisierung verstarkt werden.

Die Resonanzen im nicht metallisierten Nanopartikelfilm kénnen durch mehrere Faktoren verur-
sacht werden. Wichtige Punkte sind Interferenzen infolge von Mehrfachreflexion, Plasmonenan-
regung im Goldfilm auf dem Glastrager, Metalleinschliisse in den dielektrischen Nanopartikeln
oder elektronische Anregungen im Partikel. Die Ursachen werden im Folgenden diskutiert. Die
Plasmonenanregungen im Goldnanopartikelfilm als alleiniger Effekt sind auszuschlieRen. Dies
wird Uberprift, indem ein Silizium-Wafer anstelle des Substrates mit Goldfilm eingesetzt wird. Die
Absorptionspeaks werden bereits fur einen mit nicht metallisierten dielektrischen Partikeln be-
schichteten Siliziumwafer beobachtet. In Silizium treten keine Plasmaschwingungen im sichtbaren
Spektralbereich auf, da diese durch die Interbandiibergange gedampft werden. Nicht dotiertes
Silizium leitet schlecht.

Als néachster Punkt wird mittels XPS untersucht, ob Metalleinschliisse durch den Herstellungspro-
zess im Nanopartikel vorhanden sind. Plasmonenanregungen im UV-VIS-Bereich treten bei Gold,
Silber und Aluminium auf. Die nicht metallisierten Nanopartikelfiime enthalten keine nachweisba-
ren Metalleinschlisse. Auch elektronische Anregungen in den Partikeln kénnen ausgeschlossen
werden, da der Effekt auch bei Siliziumdioxidnanopartikeln sowie PMMA-Filmen auftritt. Es han-
delt sich vielmehr um Dunnfilminterferenzen, welche durch Metallisierung der Partikel und zuséatz-
liche Metallisierung des Tragermaterials verstarkt werden. Diese Interferenzen kénnen sich nicht
ausbilden, wenn die Nanopartikel vollstandig umhdillt sind. Die Resonanzverstarkung wird nur fur
eine Metallisierung nach der Partikeladsorption beobachtet.

— floating
3,0 —— seeding 1
——191 nm 2,254 —— seeding 2

——384nm e
—— 384 nm vollstandig umhilit 2,00 — plating
257 A ——5700m

1,754
2,0 «/ 1,501
1,25
1,00

0,75
1,0
0,50
05 0,254
0,00

e
300 400 500 600 700 800 900 1000 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Wellenléange [nm] Wellenléange [nm]

Extinktion [O.D.]
Extinktion [0.D.]

Abb. 56: Links: Extinktionsspektren von gefloateten Polystyrol-Nanopartikeln mit einem Durchmesser von
191 nm (blau), 380 nm (schwarz) und 570 nm (rot), die nach der Adsorption auf dem Substrat nassche-
misch metallisiert wurden, sowie das Spektrum vollstandig mit Gold umhiillter, auf dem Trager abgeschiede-
ner Nanopartikel mit einem Durchmesser von 384 nm (griin). Die Messungen erfolgten alle in Reflexion
unter Lichteinfall parallel zur Probennormalen im Medium Luft. Der mit A gekennzeichnete Peak kommt von
der Absorption der Polystyrol-Nanopartikel bei 238 nm. Rechts: Anderung der optischen Sensorantwort
infolge des nasschemischen Metallisierungsprozesses der Polystyrol-Nanopartikel mit einem Durchmesser
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4.1 Signalentstehung

von 570 nm. Die beiden Seeding-Schritte erfolgen jeweils Uber Nacht. Die Plating-Zeit betrug 3 min.
Abschliellende Bemerkung

Die optische Antwort von Nanopartikelfiimen ist in besonderem Maf3e von der Existenz dielektri-
scher Kontaktpunkte abhangig. Fur dicht gepackte Nanopartikelfiime bestehen diese sowohl zwi-
schen benachbarten Partikeln als auch zum Substrat. Es bleibt zu klaren, ob die Kontaktpunkte
zum Substrat den Hauptunterschied darstellen. Zuséatzlich tragen Interferenzeffekte zum Signal
bei. Dies ist bedingt durch den Aufbau. Das Schichtsystem besteht aus einem metallisierten Sub-
strat und einer dielektrischen Schicht, die von oben metallisiert ist. Dies entspricht dem Aufbau
aus zwei planparallelen halbdurchlassigen Spiegeln zwischen denen sich ein dielektrisches Me-
dium befindet, dem sogenannten Fabry—Perot—Interferometer.[m Die Interferenz ist daher ein wich-
tiger Beitrag zur optischen Antwort. Das Ergebnis stimmt mit Untersuchungen von Autoren Uber-
ein, die Systeme mit gekoppelten Anregungen, LSPR und Interferenz, beschrieben. 2! 252

4.1.2 Interferenzen

Im Folgenden werden dielektrische planare Filme zum Versténdnis des Beitrags der Interferenz
untersucht. AnschlieRend werden isolierte Nanopartikel, die nur Uber dielektrische Kontaktpunkte
zum Substrat verfligen, betrachtet.

4.1.2.1 Extinktionseigenschaften von planaren Filmen versus Nanopartikelfilme

Die Untersuchung von dielektrischen Filmen kann Hinweise auf die Signalentstehung in den Na-
nopartikelfimen geben. Um die Bedeutung der Interferenz zu untersuchen werden sowohl
PMMA-Filme (Abb. 57) als auch SiO,-Filme mit Gold oder Silber metallisiert und deren optische
Eigenschaften mit Nanopartikelfilmen verglichen. Die Einsetzbarkeit des Sensors bestehend aus
metallisierten SiO,-Filmen wurde bereits in einer friilheren Arbeit gezeigt.[48]

Hier liegt das Augenmerk auf den Extinktionseigenschaften von planaren Filmen im Vergleich
Nanopartikelfilmen. Darlber hinaus soll in dieser Arbeit ein elektronenstrahllithographisch herge-
stelltes Modellsystem fiir die Nanopartikelfiime entwickelt werden. PMMA kdnnte als Ausgangs-
material zur Nanostrukturierung von Oberflachen dienen. Die Voraussetzung ist, dass PMMA-
Filme ein vergleichbares Signal mit Kern-Schale-Nanopartikelfilmen zeigen. Zu diesem Zweck
und zur Klarung der Signalursache in Nanopartikelfilmen wurden hier die optischen Eigenschaften
untersucht.

Winkelabhangige Untersuchungen eines metallisierten Siliziumdioxidfiimes der Dicke 250 nm
zeigen, dass durch geschickte Wahl des Detektionswinkels die Peakpositionen von Nanopartikeln
und dielektrischem Film an vergleichbaren Positionen liegen (Abb. 57). Die Filmdicke ist etwa
halb so grol3 wie der Partikelradius. Das Extinktionsspektrum des Nanopartikelfilms kann experi-
mentell durch eine effektive Filmdicke moduliert werden.
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—— 0° Luft 540 nm SiO2-NP besputtert mit 30 nm Gold
— 0° Luft 250 nm SiO2-Film besputtert mit 30 nm Gold
164 —— 45° Luft 250 nm SiO2-Film besputtert mit 30 nm Gold

198 nm

Extinktion [0.D.]

~—— 30 nm Gold
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Abb. 57: Links: Extinktionsspektren des SiO,-Nanopartikelfiims mit einem Partikeldurchmesser von
540 nm unter dem Reflexionswinkel von 0° und Extinktionsspektren eines SiO»-Films der Dicke 250 nm
unter 0° und 45° zur Probennormalen im Medium Luft. Beide Proben wurden mit 30 nm Gold besputtert.
Rechts: Schematische Darstellung der Geometrie.

Zur genaueren Signalanalyse werden die Extinktionsspektren von PMMA-Filmen der Dicke
600 nm mit und ohne Metall mit dem Extinktionsspektrum eines Polystyrol-Nanopartikelfilms der
Dicke 570 nm unter Lichteinfall entlang der Probennormalen verglichen (Abb. 58, links). Die
Peaks werden beginnend von kleinen Wellenlangen gezahlt. Die inverse Peakposition wird als
Funktion der Peaknummer abgetragen (Abb. 58, rechts). Fiur den metallisierten und nicht metalli-
sierten PMMA-Film ergibt sich eine Gerade. Das heif3t, der Frequenzabstand benachbarter Ma-
xima im Extinktionsspektrum ist konstant.

—— 600 nm PMMA-Film, nicht metallisiert 0'005 = 600 nm PMMA-Film, nicht metallisiert
20 —— 6800 nm PMMA-Film, 30 nm Gold . « 600 nm PMMA-Film, 30 nm Gold
E —— 570 nm Polystyrol-Nanopartikel, 30 nm Gold .g. * 4+ 570 nm Polystyrol-Nanopartikel, 30 nm Gold
£0,004 :
o 154 c ‘
o ) .
c 'G 0,003 .
]
g 104 & .,
5 :
iy 0,002 ‘o
0,51 8 .
g <.
£ N
0,04 0,001 4
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Abb. 58: Links: Optische Sensorantwort eines PMMA-Films mit einer Dicke von 600 nm ohne Metall
(schwarze Kurve) und mit 30 nm Gold (rote Kurve) sowie eines Polystyrol-Nanopartikelfimes mit 30 nm
Gold. Der Partikeldurchmesser betrégt 570 nm. Die Messung erfolgt im Medium Luft unter Lichteinfall ent-
lang der Probennormalen. Rechts: Darstellung der inversen Peakposition als Funktion der Peaknummer.
Der Zusammenhang fur die PMMA-Filme ist linear. Fir die Nanopartikel flacht die Kurve ab.

Die Peaks werden durch destruktive und konstruktive Interferenz der Teilstrahlen hervorgerufen.
Fur ein Fabry-Perot-Interferometer ist der Frequenzabstand benachbarter Transmissionsmaxima
bestimmt durch den Brechungsindex n, den Spiegelabstand L und die Wellenldngen A; und A;

benachbarter Transmissionsmaxima:*®!
r1_1 Formel 59
/11 /12 ZnL
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Der Spiegelabstand L entspricht der Dicke des PMMA-Filmes bzw. dem Durchmesser der einge-
setzten dielektrischen Nanopartikel. Setzt man fur PMMA einen wellenlangenunabhéngigen Bre-
chungsindex von 1,49 ein, so ergibt sich fir den nicht metallisierten PMMA-Film eine Dicke von
647 £ 9 nm. Fur Kern-Schale-Nanopartikelfilme verlauft die Kurve flacher, der Zusammenhang ist
nicht linear. Daraus lasst sich schliel3en, dass die optische Antwort von Nanopartikelfiimen neben
Interferenzen von weiteren Effekten bestimmt wird.

Abschliellende Bemerkung

Durch einen Vergleich der Extinktion von Nanopartikelfiimen und planaren Filmen konnte gezeigt
werden, dass die Peakposition im Spektrum der Nanopartikel durch eine effektive Filmdicke mo-
delliert werden kann. Interferenz spielt daher eine wichtige Rolle. Der nicht lineare Zusammen-
hang zwischen der inversen Peakposition und der Peaknummer sowie die hohe Optische Dichte
beruhen auf zusétzlichen plasmonischen Effekten.

4.1.2.2 Untersuchung der Extinktionseigenschaften isolierter Partikel

Bisherige Messungen zeigten die Bedeutung von Kontaktpunkten und der Interferenz im Ver-
gleich zu planaren Filmen. Offen blieb allerdings die Frage inwiefern dielektrische Kontaktpunkte
zwischen benachbarten Nanopartikeln die optische Antwort beeinflussen.

Bei dichter Packung von dielektrischen Partikeln auf metallischen Oberflachen kann es zu Interfe-
renzen kommen von Lichtstrahlen, die auf dem Substrat reflektiert werden, und Teilstrahlen, die
auf dem Nanopartikelfilm reflektiert werden. Gleichzeitig ware auch eine Anregung von Oberflé-
chenplasmonen im Substrat denkbar. Zur Untersuchung der Effekte werden isolierte Nanopartikel
(Abb. 59) auf einem mit Gold metallisierten Glastrager und zum Vergleich auf einem Silizium-
Wafer hergestellt. Die optischen Eigenschaften werden in Abhangigkeit vom Substratmaterial und
Partikelabstand untersucht. AnschlieBend werden die Nanopartikel metallisiert und die Anderung
der Extinktion, die infolge der Metallisierung auftritt, gemessen.

Abb. 59: Abscheidung von isolierten Nanopartikeln auf einem festen Trager.

Die Herstellung von isolierten Nanopartikeln mit konstanten Abstéanden erfolgt durch Floating mit
anschlieBendem reaktiven lonenplasmaatzen. Der Abstand der Partikel auf der Sensoroberflache
ist abhéangig von der Reaktionsdauer. Je langer das reaktive lonenplasma auf die Nanopartikel
einwirkt, desto kleiner werden die Partikel und desto grofer sind die Abstande zwischen den Par-
tikeln. Der Abstand benachbarter Partikelzentren ist konstant. Die hexagonale Struktur wird nicht
zerstort. Die PartikelgroRe wird anhand der Rasterelektronenmikroskop-Aufnahmen ermittelt
(Abb. 60). Der Partikeldurchmesser nimmt mit wachsender Atzzeit ab. Die Atzrate wird durch
lineares Anpassen der Messwerte mit Origin 8.6G bis zur Reaktionszeit von zwei Minuten erhal-
ten (Abb. 61, links). In diesem Bereich betragt die Atzrate 128 + 22 nm/min. Nach dem Atzpro-
zess liegen nahezu monodisperse Partikel vor, weil der Atzprozess lateral isotrop ist. Die Proben
werden nasschemisch metallisiert. Nach jedem Schritt der Metallisierung werden die optischen
Eigenschaften untersucht.
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Abb. 60: REM-Aufnahme der nicht metallisierten Polystyrol-Nanopartikelfilme nach unterschiedlichen Reak-
tionszeiten mit dem reaktiven lonenplasma. Der Durchmesser der Nanopartikel vor dem Atzen betrug
570 nm. Mit wachsender Reaktionszeit nahmen die Partikeldurchmesser ab und der Abstand benachbarter
Partikel zu. Die Probe wurde wéhrend des Atzvorgangs auf 20°C gekiihlt, um ein Schmelzen der Partikel zu
verhindern. Dargestellt sind die Proben nach Reaktionszeiten von (links nach rechts) 0,25 min, 0,50 min,
1,00 min, 1,50 min, 2,00 min und 4,00 min. Der gemessene Durchmesser ist in der Farbe Gelb notiert, der
entsprechende Partikelabstand ist blau.

Y.

Nicht metallisierte Partikel auf Gold und Silizium

Bereits vor dem Metallisieren treten Multipeaks in den Extinktionsspektren auf (Abb. 61, rechts).
Die Extinktionswerte nach 1.5 min Atzzeit sind um den Faktor zwei hoher als bei nicht geéatzten
Partikeln. Bei 1,5 min liegen sternférmige Partikel mit einem Durchmesser von 340 nm vor. Eine
maogliche Ursache fir die hohen Extinktionswerte kdnnte die Streuung der Partikel sein. Die Rau-
heit nimmt mit wachsender Reaktionszeit zu. Im Spektrum verschiebt sich der langwellige Peak
zu kleineren Wellenlangen. Dies deutet auf einen Interferenzeffekt hin, da die Nanopartikel nicht
metallisiert sind und mit wachsender Atzzeit kleiner werden.
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Abb. 61: Links: Partikeldurchmesser und Abstand benachbarter Partikeloberflachen als Funktion der Re-
aktionszeit. Rechts: Optische Sensorantwort nicht metallisierter Polystyrol-Nanopartikel nach unterschied-
lichen Atzzeiten. Vor dem Atzen lagen die Partikel mit einem Durchmesser von 570 nm dicht gepackt auf
den Silizium-Substrat vor.

Einen wichtigen Hinweis kdnnte ein Vergleich der optischen Eigenschaften von isolierten Parti-
keln auf Gold und Silizium liefern. Die Peaks im Extinktionsspektrum werden fur beide verwende-
ten Substrate, Silizium und Gold, beobachtet (Abb. 62). Im Fall des Goldtragers wird ein zusatzli-
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cher Peak bei 640 nm beobachtet, der vermutlich aufgrund von propagierenden Plasmonen im
Goldfilm auftritt. Bei den Ubrigen Resonanzen der nicht metallisierten Polystyrol-Nanopartikel
handelt es sich um Interferenzen. Ein weiteres Argument hierfir ist, dass bis zu einer Atzzeit von
1,5 min eine Signalverstarkung beobachtet wird. Es handelt sich nicht um Polarisationseffekte,
wie Dipol-Dipol-Wechselwirkungen, da diese schnell mit wachsendem Abstand abfallen.

—— 1,5 min auf Gold-Substrat
—— 1,5 min auf Silizium-Substrat

1,24
a
o P(ﬂ(}/_?ol-Ngartikel
b 100 nm Au
5 nm Ti Silizium
Glas

T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Wellenlange [nm]

Abb. 62: Links: Optische Sensorantwort nicht metallisierter Polystyrol-Nanopartikel nach einer Atzzeit von
1,5 min auf einem Silizium-Substrat (rote Kurve) und einem mit Gold metallisierten Glastréager (schwarze
Kurve). Rechts: Schematische Darstellung der Proben.

Metallisierte Proben

Zur Untersuchung der Wichtigkeit der Kontaktpunkte zu benachbarten Partikeln werden die sepa-
rierten Partikel nasschemisch metallisiert. Durch den Metallisierungsprozess wird eine Verstar-
kung der Absorptionswerte erreicht (Abb. 63). Fur Oberflachen, bei denen kein Peak im nicht
metallisierten Zustand vorlag, (z.B. ab Reaktionszeiten von 4 min), tritt infolge der Metallisierung
ein Peak bei 600 nm auf. Hierbei handelt es sich vermutlich um einen plasmonischen Effekt. Ge-
nauso verhalten sich 190 nm Partikel nach 0,5 min Reaktionszeit (Abb. 65).

Schlussfolgernd ergibt sich als Richtlinie fir das Sensordesign die Notwendigkeit dielektrischer
Kontaktpunkte zum Substrat, um scharfe Peaks im Extinktionsspektrum zu sehen.

Eine Grenze fir mittels lonenplasmaétzens hergestellte Sensoroberflachen bildet die Detektier-
barkeit des Signals. Fir 570 nm groRRe Partikel liegt nach einer Reaktionszeit von 7 min keine
optische Aktivitat mehr vor, genauso wie fiir 190 nm nach 1 min und 96 nm Partikel nach 0,5 min.
Bis zu Partikeldurchmesser von 200 nm sind Peaks im Extinktionsspektrum beobachtbar, die sich
mit abnehmendem Partikeldurchmesser und zunehmendem Abstand verbreitern und zu kleineren
Wellenlangen verschieben. Die Verbreiterung kann mehrere Ursachen haben, zum einen die raue
Oberflache, die zur Dampfung der Plasmonen oder diffusen Streuung von Licht fuhrt. Bei der
diffusen Streuung ist der Impuls nach der Streuung zufallig verteilt. Hinzu kommen die Polydis-
persivitat der Nanopartikel und die Geometrie der geéatzten Partikel. Es handelt sich um abgeplat-
tete Halbkugeln (Abb. 64). Die Verschiebung zu kleineren Wellenlangen beruht auf Interferenzen.
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Abb. 63: |.: Optische Antwort der Sensoroberflachen mit 570 nm Polystyrol-Nanopartikeln nach verschie-
denen Atzzeiten und nasschemischer Metallisierung mittels Seeding und Plating. 11.-VI.: Anderung der

optischen Sensorantwort infolge des nasschemischen Metallisierungsprozesses der Polystyrol-Nanopartikel
mit einem Durchmesser von 570 nm nach dem reaktivem lonenplasmaétzen. Die Atzdauer betrug 0,50 min
(I1.), 1,00 min (l1l.), 1,50 min (IV.), 4,00 min (V.) und 7,00 min (VI.). Dargestellt sind je die Extinktionsspektren
der nicht metallisierten Nanopartikel (schwarze Kurve), der Oberflache nach dem Seeding-Schritt (rote Kur-
ve) und nach dem Plating (blaue Kurve).

Abb. 64: Links: REM-Aufnahme der geétzten Polystyrol-Nanopartikel. Die Partikel sind diskusformig.
Rechts: REM-Aufnahme der metallisierten Nanopartikel.

190 nm nach 0,50 min
— nicht metallisiert
—— seeding

—— plating

1,04

Extinktion [0.D.]

0,0
T T T T
200 400 600 800 1000

Wellenlange [nm]

Abb. 65: Links: REM-Aufnahme der nicht metallisierten Polystyrol-Nanopartikel mit einem Durchmesser
von 190 nm nach 0,5 min reaktivem lonenplasmaétzen. Rechts: Anderung der optischen Sensorantwort
infolge des nasschemischen Metallisierungsprozesses der Polystyrol-Nanopartikel mit einem Durchmesser
von 190 nm nach 0,5 min reaktivem lonenplasmaatzen. Dargestellt sind je die Extinktionsspektren der nicht
metallisierten Nanopartikel (schwarze Kurve), nach dem Seeding (rot) und nach dem Plating (blau).
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Kontaktpunkte

Die Existenz von Peaks im Spektrum zeigt im Vergleich zu Partikeln mit vollstandiger Metallhille
die Wichtigkeit dielektrischer Kontaktpunkte zum Substrat. Die Ursache konnte nicht geklart wer-
den. Vermutlich liegen bei Partikeln mit einer vollstandigen Metallhille andere Randbedingungen
vor. Es wird kein Licht absorbiert. Der Kurzschluss in der Metallhiille konnte die Polarisation des
Partikels erschweren. Wird das dielektrische Partikel ohne Metallhllle direkt auf dem Substrat
adsorbiert, so befindet es sich in Kontakt mit einer natlrrlichen Oxidationsschicht (wenige Nano-
meter) bzw. mit dem haftvermittelnden Polymer auf dem Substrat.

Abschlielende Bemerkung

Durch die Untersuchung von isolierten Partikeln auf Silizium-Wafern und mit Gold beschichteten
Glastragern konnte gezeigt werden, dass drei Aspekte die Extinktion in Nanopartikelfiimen cha-
rakterisieren. Die Resonanzen von nicht metallisierten Partikeln auf Silizium zeigen die Bedeu-
tung der Interferenz. Im Fall von Gold als Substrat werden propagierende Plasmonen im Metall-
film auf dem Substrat angeregt. Durch nasschemische Metallisierung kommen lokalisierte Plas-
monen hinzu. Der wichtigste Faktor, um Peaks im Spektrum zu sehen, sind dielektrische Kon-
taktpunkte zum Substrat, auch wenn das Substrat selbst mit Gold beschichtet ist. Warum das so
ist, konnte bisher nicht geklart werden.

Ausblick

Ein Modell fur die Beschreibung der metallisierten dielektrischen Nanopartikel wére ein Film aus
einem effektiven Medium (Luft, Polystyrol und Gold). Die Verschiebung ins Blaue mit wachsender
Atzzeit kénnte durch eine Reduktion der Filmdicke erklart werden. Das Verstandnis der plasmoni-
schen Effekte erfordert allerdings eine getrennte Betrachtung der Metallhille. Es wéare interessant
die PartikelgréRe unabhangig vom Abstand der Partikel einstellen zu kbnnen. Zur unabhéngigen
Wahl von geometrischen Abmessungen und Abstanden braucht man eine andere Methode. In
dieser Arbeit wurde Elektronenstrahllithographie (Kap. 4.5) gewahlt. Die Tatsache, dass die ge-
atzten Strukturen mit einem Partikeldurchmesser von ca. 300 nm eine maximale Extinktion im
nicht metallisierten Zustand zeigten, wurde bei der Wahl der Geometrie fir das elektronenstrahlli-
thographisch hergestellte Modellsystem beriicksichtigt.

4.1.3 Einfluss der Metallisierung

In diesen Abschnitt werden zuerst die optischen Eigenschaften von Goldnanopartikeln in Losung
und auf Oberflachen untersucht, um den Einfluss der lokalisierten Plasmonen auf das Gesamt-
signal des Sensors zu ermitteln. AnschlieBend werden Kern-Schale-Nanopartikelfilme mit unter-
schiedlich dicker Metallhiille betrachtet und die Materialabhéngigkeit durch Verwendung von Sil-
ber als Hullenmetall und Aluminiumfolie als Substrat getestet.

4.1.3.1 Extinktionseigenschaften von Goldnanopartikeln gemessen in Transmis-
sion

Zur Untersuchung des Einflusses der Goldnanopartikel auf die Extinktion werden kugelférmige
Citrat-stabilisierte Partikel mit unterschiedlichen Radien in Lésung hergestellt. Durch die Ligan-
den-Hille ist die Oberflache der Partikel negativ geladen. Die TeilchengréRe wird anhand von
Rasterelektronenmikroskop-Aufnahmen ermittelt, nachdem die Teilchen elektrostatisch auf einem
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positiv geladenen Substrat gebunden wurden. Dies wurde zuvor mit dem Polyelektrolyten PAH
beschichtet. Die optischen Eigenschaften der Nanopartikel werden in Transmission durch eine
Kivette untersucht. Die Extinktionsspektren zeigen in Transmission einen Peak, dessen Position
sich mit zunehmender TeilchengréRe ins Rote verschiebt. Es handelt sich um eine lokalisierte
Plasmonenresonanz. Der Zusammenhang von Peakposition und TeilchengréRe ist im betrachte-
ten Bereich linear (Abb. 66, I.), die Verschiebung betragt 0,23 £ 0,03 nm fir eine Durchmes-
serzunahme um 1 nm. Eine Verdiinnung der Losung fiihrt zu einer Abnahme des Extinktions-
peaks.
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Abb. 66: I.: Dargestellt ist die Peakposition in Abh&angigkeit vom Teilchendurchmesser. Der Zusammen-
hang ist linear. 1l.: Resonanzwellenlange einer festen TeilchengréR3e, hier der Seeding-Lésung (schwarze
Kurve). Infolge der Verdiinnung der Lésung (rote Kurve) tritt keine Anderung der Peakposition auf. Die
Abnahme der Extinktion beruht auf dem Lambert-Beer-Gesetz.

Abschliellende Bemerkung

Die Ergebnisse zeigen, dass der Peak um 500 nm im Extinktionsspektrum der Kern-Schale-
Nanopartikelfiime auf die lokalisierte Plasmonenresonanz der Goldnanopartikel in der Metallhille
zuruckzufuhren ist.

4.1.3.2 Extinktionseigenschaften von Goldnanopartikeln gemessen in Reflexion

Befinden sich die Goldnanopartikel auf einer Festkdrperoberflache, hangt die Extinktion von wei-
teren Faktoren ab, wie z.B. der Dichte der Partikel auf der Oberflache und vom Material des Sub-
strates, insbesondere von dessen Brechungsindex und der Polarisierbarkeit. Zusétzlich kann eine
Kopplung zu Anregungen im Tragermaterial auftreten. Letzteres wird hier untersucht.

Zur Untersuchung des Einflusses von Goldnanopartikeln auf die Extinktionseigenschaften von
Kern-Schale-Nanopartikeln werden Goldnanopartikel unterschiedlicher Gré3e auf einem goldbe-
schichteten Trager bzw. Silizium-Wafer abgeschieden (Abb. 67). Als Nanopartikel werden die
monodispersen Seeding-Partikel und eine Partikelmischung aus 17 nm und wenigen Nanometern
groRen Partikeln eingesetzt. Die optischen Eigenschaften werden in Reflexion unter Lichteinfall
entlang der Probennormalen im Medium Luft untersucht.

Abhéngig vom Tragermaterial werden unterschiedliche optische Eigenschaften beobachtet. Auf
dem Goldfilm zeigt die Extinktion der Nanopartikel, die aus der Seeding-L6sung abgeschieden
wurden, einen Peak mit einer optischen Dichte von 0,1 O.D., die Partikelmischung wird durch
einen Doppelpeak charakterisiert. Anhand der Probe mit zwei stark unterschiedlichen Partikel-
gréRen wird deutlich, dass die optische Antwort durch die lokalisierten Oberflachenplasmonen in
den Nanopartikeln verursacht wird.
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Aufgrund der GrofRenabhangigkeit der LSPR gibt die Peakform uUber die Grof3enverteilung der
Partikel auf dem Substrat Aufschluss.

Rolle des Substrates

Einen wichtigen Hinweis auf die Signalursache liefert die Tatsache, dass im Fall des Silizium-
Substrates kein Peak im Extinktionsspektrum beobachtet wird. Dies kann mehrere Griinde haben.
Es ist kein Effekt der Nanopartikeldichte. Die Dichte der Goldnanopartikel auf dem Substrat wird
jeweils mit dem REM Uuberprift. Ein weiterer Punkt ist die Reflektivitat des Substrates. Dies kann
jedoch ausgeschlossen werden, weil die Intensitét der Referenz Uber die Integrationszeit angegli-
chen wird. Aus den Beobachtungen lésst sich schlie3en, dass die lokalisierten plasmonischen
Anregungen in den Goldnanopartikeln durch den Goldfilm verstarkt werden. Die Ursache kann die
zusatzliche Anregung von propagierenden Plasmonen im Goldfilm sein. Die Resonanzbedingung
wird durch die Rauheit der Probe erfillt. Dennoch liegt die optische Dichte von Gold-
Nanopartikeln, die ohne dielektrische Partikel auf der Oberflache adsorbiert sind, in der GréRRen-
ordnung von 0,10.D.. Deshalb wurden fir weitere Untersuchungen Kern-Schale-
Nanopartikelfilme auf Gold eingesetzt.

Gold

0,14 — Seeding-Partikel auf Gold
’ —— 17 nm Goldnanopartikel auf Silizium Substrat

0,12 - —— 17 nm Goldnanopartikel auf Gold

0,10 +
0,08 1
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Extinktion [0.D.]
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Abb. 67: Links: Extinktionsspektren von Goldnanopartikeln, die auf PAH beschichteten Tragern adsorbiert
sind. Als Substrate werden mit 100 nm Gold bedampfte Glastrager oder Silizium-Wafer eingesetzt. Die Na-
nopartikel haben eine unterschiedliche Grof3e. Dargestellt ist das Extinktionsspektrum der Seedingpartikel
auf einem Goldfilm (schwarze Kurve), einer Partikelmischung aus 17 nm und wenigen Nanometern grof3en
Partikeln auf Silizium (rote Kurve) und auf einem Goldfilm (blaue Kurve). Rechts: Schematische Darstel-
lung des Probenaufbaus und REM-Aufnahme der Silizium-Oberflache, die mit Goldnanopartikeln mit zwei
unterschiedlichen Durchmessern besetzt ist. Die GréRRe der kleinsten Partikel ist anhand der Rasterelektro-
nenmikroskop-Aufnahme nicht ablesbar.

Abschlieende Bemerkung
Untersuchungen der plasmonischen Anregungen auf Oberflachen in Reflexion erfordern einen
Verstarkungseffekt. Die Signalverstarkung wird durch propagierende Plasmonen in einem Gold-

film bewirkt. Dennoch ist die Optische Dichte klein im Vergleich zu den Extinktionswerten von
Kern-Schale-Nanopartikelfiimen.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1.3.3 Variation der Metallhtllendicke von Kern-Schalen-Nanopartikelfilmen

Bisherige Untersuchungen zeigten die Bedeutung der lokalisierten Plasmonen. Auf einer nass-
chemisch metallisierten Sensoroberflache liegen aber keine kugelférmigen Partikel, sondern eine
Metallumhillung vor. Im Folgenden wird der Einfluss der Metallhille auf das Signal untersucht.
Die optimale Linienform wird fur Nanopartikelfilme mit Kontaktpunkten und einer Plating-Zeit von
3 min erreicht.“® Die Metallhtillendicke von Kern-Schalen-Nanopartikelfilmen wird durch Variation
der Plating-Zeiten verandert. Die Abscheidung einer dickeren Metallhille fuhrt zur Bildung von
Schultern und zum Aufspalten von Peaks, wie das Beispiel von 10 min Plating verdeutlicht
(Abb. 68).

2.2 —— 10 min Plating Position 1

—— 10 min Plating Position 2
—— 3 min Plating Position 1
184 —— 3 min Plating Position 2
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Abb. 68: Links: Reproduzierbarkeit der Peak Position: Dargestellt ist das Extinktionsspektrum fiir Silika-
Nanopartikel mit Plating-Zeiten von 3 min und 10 min an zwei verschiedenen Probenpositionen. Rechts:
REM-Aufnahmen der gefloateten Silika-Nanopartikel mit einem Durchmesser von 540 nm nach nasschemi-
scher Metallisierung mit 10 min Plating.

Die Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme zeigt, dass die Nanopartikel zum Teil zusammenge-
wachsen sind. Durch das Wachstum der Metallhille werden mehrere Faktoren gleichzeitig gean-
dert: Die Partikelgrof3e, die Partikelform, die Leitfahigkeit sowie die Oberflachen-Rauigkeit.

Berechnung der optischen Antwort

Die optische Antwort des Nanopartikelfilmes kann mit dem Programm DiffractMod berechnet
werden. Die Hulle aus Nanopartikeln wird hierzu als geschlossener Film modelliert und die Dicke
der Goldummantelung variiert. Fir den Goldfilm werden die dielektrischen Daten von Bulk-Gold
verwendet und die Rauheit vernachlassigt. Eine 15 nm dicke Goldschicht auf den dielektrischen
Nanopartikeln fuhrt zu keinen Schultern der Peaks. Fir eine Dicke von 20 nm tritt eine Schulter
im Peak bei mittleren und langen Wellenlangen auf und die Peaks spalten fur dickere Metallhillen
auf. Die Konvergenz der Berechnungen wurde tberpruft (Abb. 69). Als Fazit ergibt sich, dass die
Metallisierung, die nach dreiminutiger Plating-Zeit erreicht wird, als 15 nm dicke Goldschicht mo-
delliert werden kann. Durch die wachsende Metallhille treten mehr Resonanzen auf.

82



4.1 Signalentstehung

0.2 4 r 11

— RSoft 540 nm 15 nm Au
— RSoft 540 nm 20 nm Au
—— RSoft 540 nm 30 nm Au

1,04

0.1 = 0,94

Reflexion

0,8

Berechnete Extinktion [0.D.]

0,74
T T T T T T T T T T T

T T T T T T T
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 300 400 500 600 700 800 900
Anzahl der beruecksichtigten Oberschwingungen Wellenlange [nm]

0.0 r

Abb. 69: Links: Dargestellt ist die mit dem Programm DiffracMOD von RSOFT berechnete Reflexion bei
der Wellenlange von 1 pum als Funktion der Anzahl an bertcksichtigten Oberschwingungen. Konvergenz tritt
fur 8 Oberschwingungen auf. Rechts: Die berechneten Extinktionsspektren von Silika-Nanopartikeln mit
einem Durchmesser von 540 nm und einer Bedeckung mit 15 nm Gold (rot), 20 nm Gold (blau) und 30 nm
Gold (schwarz). Die Wellenlangenauflosung betragt 1 nm. Die zugrunde gelegte Geometrie ist in Abb. 28
dargestellt.

Abschlielende Bemerkung

Es wurde ein Aufspalten von Peaks mit wachsender Filmdicke beobachtet. Im Modell stark ge-
koppelter plasmonischer Anregungen wéare das ein Hinweis auf ein anti-crossing Verhalten. Die
Kopplung bestiinde dann zwischen propagierenden Plasmonen und lokalisierten Plasmonen in
der Hille. Die Leitfahigkeit nimmt mit wachsender Metallhillendicke zu, daher sind propagierende
Plasmonen sowohl in der Metallhtille als auch im Substrat moglich. Die Resonanzbedingung wird
durch die raue Oberflache erfiillt.”™ Die Starke der Kopplung und Leitfahigkeit konnte allerdings
nicht berechnet werden.

4.1.3.4 Hiullenmaterial

In diesem Kapitel wird eine dickere Metallhille als die Eindringtiefe aufgebracht. Darliber hinaus
wird Silber verwendet. Metallhillen aus Silber versprechen eine hohe Sensitivitat. Um die Abhan-
gigkeit der optischen Eigenschaften vom Metall zu untersuchen, werden sowohl SiO,-
Nanopartikelfilme (Durchmesser 540 nm) als auch ein planarer PMMA-Film der Dicke 600 nm mit
Silber beschichtet. Zur Metallisierung werden 20 nm und 30 nm Silber durch Besputtern und
50 nm Silber durch Bedampfen aufgebracht (Abb. 70).

Nanopartikelfilme

«~—Silber
Sio,
Substrat

Abb. 70: Links: REM-Aufnahme der mit 30 nm Silber besputterten Silika-Nanopartikel. Mitte: REM-
Aufnahme der mit 50 nm Silber bedampften Silika-Nanopartikel. Rechts: Schematische Darstellung des
Probenaufbaus.
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Die optimale Silberfiimdicke zur Metallisierung der Sensoroberflachen wird durch den Vergleich
der Extinktionsspektren ermittelt (Abb. 71). Zum Vergleich werden planare Filme beschichtet.

Die Extinktion wird durch Reflexion von weil3em Licht auf der Sensoroberflache unter Lichteinfall
entlang der Probennormalen relativ zur Referenz (100 nm Gold auf Glas) untersucht. Im Fall des
Nanopartikelfiims werden fiir alle Silberdicken mehrere Peaks im Extinktionsspektrum beobach-
tet. Mit wachsender Silberdicke wird die Resonanz bei langen Wellenlangen starker. Die Silber-
filmdicke von 50 nm ist typisch fur die prismengekoppelte Oberflachenplasmonen-Resonanz.
Nanopartikelfiime mit 50 nm Silber zeigen die héhere optische Dichte. In diesem Fall ist die obere
Partikelhalbkugel mit Silber bedeckt und es bestehen leitende Kontakte zwischen benachbarten
Partikeln. Dies ist von Vorteil fir eine scharfe Resonanz.

Planare Filme

Anders verhdlt sich die Extinktion der planaren Filme. Das Extinktionsspektrum des metallisierten
PMMA-Filmes zeigt einen Absorptionspeak bei 300 nm mit 0,75 optischer Dichte (Abb. 71,
rechts). AnschlieBend sinkt die Absorption auf kleinere Werte. Die optische Antwort wird negativ
und geht ab 600 nm auf den Wert Null zurtick. Ursache hierfir sind die dielektrischen Eigenschaf-
ten von Silber im Vergleich zur Goldreferenz. Gold ist das Substrat unter dem PMMA-Film. Insbe-
sondere im Fall von Silber sind die Interbandiibergéange bei einer hoheren Energie (3,8 eV) als
bei Gold (2,5 eV). Das einfallende Licht kann die Silberschicht nicht durchdringen, weil die Ein-
dringtiefe im Bereich von 20 nm liegt. Beim Besputtern der Oberflache mit 20 nm Silber wird al-
lerdings kein geschlossener Film erreicht. Der Lichtstrahl kann die obere Metallschicht durch-
dringt, an der unteren Goldschicht reflektiert werden und nach Durchqueren des Mediums mit
hohem Brechungsindex unter Energie- und Impulserhaltung Plasmonen im Silber anregen kann.
Die optischen Dichten sind im Vergleich zu Beschichtungen mit Gold um den Faktor 2 héher.

Nanopartikelfim PMMA-Fiim, 600 nm
1,61 —— 20 nm Silber 2,04 ——20 nm Silber

—— 30 nm Silber —— 30 nm Silber
1,44 —— 50 nm Silber ——50 nm Silber

Extinktion [O.D.]
Extinktion [O.D.]
o

T T T T T T T T T T T T T
300 400 500 600 700 800 900 1000 300 400 500 600 700 800 900 1000

Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]

Abb. 71: Links: Optische Sensorantwort eines mit Silber beschichteten Silika-Nanopartikelfiims. Der Na-
nopartikeldurchmesser ist 540 nm. Die Silberdicke betragt 20 nm, 30 nm und 50 nm. Rechts: Extinktions-
spektrum eines PMMA-Films mit der Dicke 600 nm mit Silberdicken von 20 nm, 30 nm und 50 nm. Die
Messung erfolgt im Medium Luft unter Lichteinfall entlang der Probennormalen.

Stabilitat

Die Beobachtung eines Adsorptionsprozesses auf den Oberflachen war allerdings nicht mdéglich,
weil die Silberschicht durch den energiereichen UV-Anteil des Lichtes oxidiert wird. Eine Be-
obachtung der Extinktion an einer festen lateralen Stelle fiihrt zu einer Anderung der dielektri-
schen Eigenschaften und Verschiebung der Peaks ins Rote. Es wurde ein SAM adsorbiert um die
Stabilitat zu verbessern. Dennoch erfolgte eine Rotverschiebung.
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AbschlieRende Bemerkung

Eine Signalverstarkung im Extinktionsspektrum von Nanopartikelfilmen tritt auf, wenn zusatzlich
zu dielektrischen Kontakten leitende Kontakte zwischen benachbarten Partikeln bestehen. Im Fall
von planaren Filmen ist eine nicht geschlossene Schicht wichtig fir scharfe Peaks. Metallschich-
ten, die dicker als die Eindringtiefe sind, filhren zu Peaks im Extinktionsspektrum, weil die Nano-
partikel moglicherweise wie ein Gitterkoppler wirken. Fir planare Filme treten fiir dicke Metallfilme
keine Peaks auf.

Silber ermdglicht hohere Extinktionswerte als vergleichbare Beschichtungen mit Gold, weil in
Silber die Elektronen weniger gedampft werden. Beziglich der Stabilitdt unter Flussigkeit, UV-
Licht und der Funktionalisierbarkeit ist das Material Gold zu bevorzugen.

4.1.3.5 Aluminiumfolie als Substrat

Ein deutlich billigeres Substrat als die verwendeten goldbeschichteten Glastrager stellt eine Alu-
miniumfolie dar, die auf einen Glastrager gespannt wird. Zum Test des Einflusses der Reflektivitat
wurde sowohl die matte als auch die reflektierende Seite mit Nanopartikelfilmen beschichtet. Ein
Vergleich der Extinktionsspektren verdeutlicht, dass die Peakpositionen bei gleicher Bedeckung
durch das Substrat bestimmt werden und fir Aluminium ins Rote verschoben sind. Der Unter-
schied der Reflektivitdt der matten und reflektierenden Aluminiumfolienseite hat einen vernach-
lassigbaren Einfluss auf die Peakposition (Abb. 72). Durch geschickte Wahl des Substrates kann
somit die Peakform und -position ,mafRgeschneidert” werden, um z. B. Absorptionsbanden der zu
untersuchenden Flussigkeit auszuweichen.

1,89 substrat
—— Aluminium, matt
1,6 4| —— Aluminium, reflektierend
—— 100 nm Gold
a 144 H
S ] +—Gold-Nanopartikel
§ 1,0 S I 02
B —— Aluminiumfolie
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Abb. 72: Links: Extinktionsspektren der nasschemisch metallisierten Silika-Nanopartikel auf der matten
Seite einer Aluminiumfolie (schwarze Kurve), auf der reflektierenden Seite einer Aluminiumfolie (rote Kurve)
und auf einem mit 100 nm Gold bedampften Glassubstrat. Rechts: Schematische Darstellung des Pro-
benquerschnitts.

Abschlieende Bemerkung

Es konnte gezeigt werden, dass die die Peakposition durch das Substrat bestimmt wird. Der rela-
tive Peakabstand wird durch die Nanostrukturierung festgelegt. Die Peakform ist von der Metall-
hille abhéangig. Eine Aluminiumfolie ist als billiges Substrat einsetzbar, weil bezuglich der Stabili-
tat beim Metallisieren und Auslesen der optischen Antwort keine Probleme auftraten. Naturlich ist
fir sensorische Anwendungen die Sensitivitat von groRer Bedeutung. Diese wird im nachsten
Kapitel studiert.
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4.2 Sensitivitat

In diesem Kapitel wird untersucht, welcher Aspekt des Sensors (lokalisierte, propagierende Plas-
monen oder Interferenzen) den gréRten Einfluss auf die Sensitivitat hat. Zuerst wird die Sensitivi-
tat von Goldnanopartikeln in LOsung untersucht. AnschlieBend werden Kern-Schale-
Nanopartikelfiime mit dielektrischen Kontaktpunkten zwischen benachbarten Partikeln betrachtet
und zuletzt separierte Nanopartikel und dielektrische Filme behandelt.

Als Sensitivitat ist im Folgenden die Verschiebung der Resonanzlage durch Adsorption von Fibri-
nogen aus einer 1 mg/ml Losung definiert. Diese betragt typischerweise einige Nanometer. Die
Peakposition im Extinktionsspektrum kann durch eine Inhomogenitat in der Nanostrukturierung
beim Wechsel der lateralen Probenposition um einige Nanometer schwanken. Dieses Problem
wird dadurch minimiert, dass Spektren vor und nach der Proteinadsorption an der gleichen latera-
len Position verglichen werden. AnschlielBend wird Uber mehrere Probenpositionen gemittelt. Bei
Untersuchungen in Losung erfolgt die Mittelung tGber drei unabhangige Proben.

4.2.1 Sensitivitat von Gold-Nanopartikeln in L6ésung

Zur Abschatzung des Beitrags der lokalisierten Plasmonen zur Sensitivitéat, werden Goldnanopar-
tikel in Losung untersucht. Die Messungen erfolgen nicht auf der Oberflache, weil bisherige Er-
gebnisse zeigten, dass die Extinktionseigenschaften von Goldnanopartikeln auf Oberflachen
durch das Substrat beeinflusst werden und die Peakform in Transmission scharfer ist. Die Pro-
teinadsorption filhrt zu einer Verschiebung ins Rote (Formel 24), die von der Nanopartikelgréf3e
abhangt. Fur Partikel mit einer Gro3e von 32 nm betréagt sie 5,7 £ 0,3 nm (Abb. 73). Kleinere Par-
tikel sind sensitiver.
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Abb. 73: Links: Anderung der Extinktionsspektren fiir Goldnanopartikel mit einer GréRe von 32 nm durch
die Adsorption von Fibrinogen. Rechts: Sensitivitat gegeniber der Adsorption von Fibrinogen als Funktion
der Teilchengrof3e. Die Messung erfolgte in Transmission.

Es besteht eine Problematik darin, die Verschiebung durch Brechungsindexanderungen in der
Volumen-Phase vom Bindungsprozess auf der Oberflache zu trennen, weil das Waschen der
Nanopartikel erschwert ist. Kleine Nanopartikel lassen sich nicht oder nur unter hoher Umdre-
hungszahl abzentrifugieren. Dabei konnen sich Cluster bilden, wodurch die optische Antwort ver-
andert wird. Die tatsachlich adsorbierte Proteinmenge ist daher nicht quantifizierbar. Praktischer
in der Anwendung sind feste Trager.
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4.2 Sensitivitat

4.2.2 Sensitivitat von Kern-Schale-Nanopartikelfilmen auf Gold

Weitere Einflussfaktoren auf die Sensitivitat sind die Metallhille und das Substrat. Zuerst werden
vollstandig mit Gold umhdillte dielektrische Nanopartikel untersucht. AnschlieRend wird die Dicke
der Goldschicht der Metallhillen und des Substrates variiert. Hierzu gab es bereits in friiheren
Arbeiten Messungen auf bedampften Glastragern. Hier wird der Einfluss der Rauheit des Substra-
tes durch mit Gold besputterte Glastrager studiert.

Vollstandig umhilite Partikel

Die Nanopartikelfilme weisen eine hohe Sensitivitdt gegenlber Adsorptionsprozessen auf der
Sensoroberflache auf. Dies ermoglicht die markierungsfreie Detektion von Bindungsereignissen.
Die Resonanzposition von Peaks mit geringer Breite bei gleichzeitig hoher optischer Dichte lasst
sich leicht bestimmen. Besonders von Bedeutung sind dabei die dielektrischen Berihrpunkte
zwischen den Nanopartikeln und dem Substrat. Vollstandig umhiillte Nanopartikel (Abb. 74) sind
daflr nicht geeignet, weil die Peaks schlecht ausgebildet sind und keine Peak-Verschiebung in-
folge des Adsorptionsprozesses erkennbar ist.

0,6 T T T T T T T
—— Vor der Adsorption
—— Nach der Adsorption

0,51 e

0,44

ol

0,2

Extinktion [O.D.]

T T T T T T T
300 400 500 600 700 800 900 1000
Wellenlange [nm]

Abb. 74: Links: Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme der in Suspension metallisierten Polystyrol-
Nanopartikel mit einem Durchmesser von 380 nm. Rechts: Extinktionsspektrum vor (schwarz) und nach
(rot) der Fibrinogen-Adsorption gemessen in Reflexion fir vollstdandig umhillte Polystyrol-Nanopartikelfiime
mit einem Durchmesser von 380 nm. Das Substrat ist mit 30 nm Gold und 5 nm Titan beschichtet. Die
Messung erfolgte unter einem Reflexionswinkel von 0° gemessen zur Probennormalen im Medium Luft.

Variation der Metalldicke

Im Folgenden werden Silika-Nanopartikel hexagonal dicht gepackt auf einem mit Gold metallisier-
ten Tréger adsorbiert und beziglich ihrer Sensitivitdt gegeniiber der Protein-Adsorption unter-
sucht. Die Dicke des Metallfilms auf dem Substrat und der Huille wird variiert. Die Messung erfolgt
im Medium Luft unter Lichteinfall entlang der Probennormalen.

Fur Silka-Nanopartikel mit einer Plating-Zeit von 3 min wird eine hdhere Sensitivitdt beobachtet
als fur eine Platingzeit von 10 min (Abb. 75). Die Sensitivitat hangt zusétzlich von dem Substrat
ab. Es werden mit Gold besputterte Glas-Trager mit 30 nm Gold und 100 nm Gold verwendet.
Beide Goldfilme, 30 nm und 100 nm wurden unter den gleichen Bedingungen aufgesputtert. Hier-
zu wurde das MED 020 Coating System von der Firma Bal-Tec verwendet. Fir Substrate mit
30 nm Gold wird fir 3 min Plating flr den Peak zwischen 400 — 500 nm eine Verschiebung von
5,92+ 0,86 nm (14,59%) erreicht, der Peak zwischen 800 -900nm verschiebt sich
48,41 + 5,74 nm (11,87%) (Abb. 75, links). Ist die Dicke des Goldfilms etwa dreimal so dick, be-
tragt die Peak Verschiebung 8,61 + 0,73 nm (8,48%) (400 —500 nm) bzw. 35,73 + 6,48 nm
(18,15%) (800 — 900 nm). Die Verschiebung der Extinktionsspektren von Nanopartikelfilmen mit
10 min Plating ist nur halb so grof3 (Abb. 75, rechts).
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4 Ergebnisse und Diskussion

Die Ergebnisse auf den besputterten Oberflachen sind in Ubereinstimmung mit Untersuchungen
auf aufgedampften Goldfilmen. & 2231 B9 8% e Einfluss der Rauheit des Substrates spielt keine
Rolle.
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Abb. 75: Links: Extinktionsspektren fur 3 min Plating vor und nach der Adsorption von Fibrinogen.
Rechts: Extinktionsspektren fiir 10 min Plating vor und nach der Adsorption von Fibrinogen. Die Messung
erfolgte unter einem Reflexionswinkel von 0° an Luft.

Die Beobachtungen folgen zwei GesetzmaRigkeiten:

Der erste Punkt ist die Abhangigkeit der Verschiebung von der Wellenldnge des betrachteten
Peaks. Je groer die Resonanzwellenlange des Peaks fur einen festen Partikeldurchmesser,
desto groRer die Verschiebung (Abb. 75).

Homola et al.*®! definiert als Sensitivitat die Verschiebung der Resonanzlage als Funktion des
Brechungsindexes des Adsorbates und beobachtete die Sensitivitat einer SPR-Konfiguration. Er
setzte ein Glasprisma ein, das mit 50 nm Gold oder 50 nm Silber metallisiert war. In beiden Féllen
stieg die Sensitivitat mit wachsender Wellenlange monoton an. Als weiterer Punkt kommt die
Abklinglange im angrenzenden Medium hinzu, die mit wachsender Wellenlange mehr als linear
wachst.®! Dadurch sind im Signal die Brechungsindexinformationen aus einer gréf3eren Entfer-
nung von der Grenzflache im Signal enthalten. Fir die Kern-Schale-Nanopartikelfilme héngt die
Verschiebung zusétzlich vom Reflexionswinkel und Brechungsindex in der Sensorumgebung ab
(Kap. 4.3).

Der zweite Punkt betrifft die Dicke des Goldfilms auf dem Substrat bzw. auf den Partikeln. Befin-
det sich der Goldnanopartikelfilm auf dem Substrat mit 100 nm Gold, ist die Sensitivitat des mittle-
ren Peaks hoher als fur Nanopartikelfiime auf 30 nm Gold.

Ein wichtiger Einflussfaktor ist die Eindringtiefe des elektromagnetischen Feldes. Die Eindringtiefe
von Licht in einen Goldfilm ist abh&ngig von der Wellenl&nge des Lichtes und der Leitfahigkeit des
Materials.®? Die Eindringtiefe bei 830 nm betrégt 26 nm."?** Die Plasmafrequenz berechnet nach
dem Drude-Modell betragt 72800 cm™,**® die entsprechende Wellenlange ist 137 nm. Im UV-
Bereich ist Gold transparent. Dies liegt au3erhalb des Messbereichs. Durch einen Film der Dicke
100 nm wird im sichtbaren Bereich kein Licht transmittiert. Der nicht absorbierte Teil wird reflek-
tiert und dadurch die Spiegelwirkung des Substrates erhdht. Die Ursache fiir die Variation der
Sensitivitat mit der Dicke des Metallfilms kénnte der Unterschied in der Spiegelwirkung des Sub-
strates sein.
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4.2 Sensitivitat

4.2.3 Sensitivitat von Nanopartikelfilmen auf Aluminium-Folie

Als Alternative zu Gold wird eine Aluminiumfolie als Substrat verwendet. Die Nanopartikelfiime
auf Gold und Aluminium werden unter den gleichen Bedingungen bezlglich ihrer Sensitivitat
gegeniber Proteinadsorption verglichen. Die Sensitivitat der Nanopartikelfiime auf Gold und Alu-
miniumfolie ist gleich (Abb. 76).
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Abb. 76: Links: Verschiebung der Peakposition infolge der Proteinadsorption auf Nanopartikelfiimen. Die
Kern-Schale-Nanopartikel bestehen aus SiO;-Nanopartikeln (Durchmesser = 540 nm), die nasschemisch
mit 3 min Plating metallisiert wurden. Als Substrat wurde eine Aluminiumfolie verwendet. Die Detektion
erfolgt im Medium Luft unter Lichteinfall entlang der Probennormalen. Rechts: Schematische Darstellung
des Probenquerschnitts.

Abschlielende Bemerkung

Extinktionsspektren Kern-Schale-Nanopartikelfiime auf einer matten sowie reflektierenden Alumi-
niumfolie zeigen dieselben Peak-Verschiebungen wie Nanopartikelfilme auf 100 nm Gold. Das
Substratmaterial und die Reflektivitat des Substrates beeinflussen nicht die Sensitivitat, wenn die
Metalldicke gréRer als die Eindringtiefe des Lichtes ist. Dies ist ein wichtiges Ergebnis, da so der
Sensor preisglnstig groflachig produziert werden kann sowie aufgerollt platzsparend transpor-
tiert werden konnte.

4.2.4 Sensitivitat von planaren dielektrischen Filmen

Zur Charakterisierung des Einflusses der Interferenz auf die Sensitivitat und als Voruntersuchung
fur weitere Experimente werden hier planare Filme als Sensorelemente eingesetzt (Abb. 77). In
Kap. 4.5 soll ein einfaches elektronenstrahllithographisch hergestelltes Modellsystem fir die
Kern-Schale-Nanopartikelfiime entworfen werden. PMMA ist ein beliebtes Ausgangsmaterial fur
die Elektronenstrahllithographie.

. Il . Metalilm

PMMA-Film PMMA-Film
15 nm Gold 15 nm Gold 15 nm Gold
5 nm Chrom 5 nm Chrom 5 nm Chrom
Silizium Silizium Silizium
Referenz Probe ohne Metallfilm Probe mit Metallfilm

Abb. 77: Schematische Darstellung der Referenz fur die Extinktionsmessungen (1.) sowie der Schichtsys-
teme bestehend aus nicht metallisierten (11.) und metallisierten (lll.) PMMA-Filmen. Das Substrat entspricht
fur alle Messungen dem Aufbau der Referenz.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Sensitivitat nicht metallisierter Filme

Im Fall von nicht metallisierten PMMA-Filmen werden aufgrund von Interferenzeffekten mehrere
Peaks im Extinktionsspektrum beobachtet. Die Sensitivitdt der Probe wird gegenlber der Pro-
teinadsorption getestet. Die Verschiebung des Peaks bei 500 nm von nicht metallisierten Filmen
betragt 10,58 + 7,08 nm fiir eine Filmdicke von 300 nm und 6,29 + 1,06 nm fir die doppelte Film-
dicke. Im Fall nicht metallisierter Filme sind 300 nm zu bevorzugen. Die Verschiebung wurde aus
drei Messungen gemittelt.

Sensitivitat metallisierter Filme

Gegenstand der Untersuchungen ist die Sensitivitat metallisierter PMMA-Filme mit unterschiedli-
chen Filmdicken. Es werden PMMA-Filme der Dicken 150 nm, 300 nm und 600 nm eingesetzt.
Mit wachsender dielektrischer Schicht werden mehr Interferenzpeaks beobachtet (Abb. 78). Auf
den Oberflachen wurde Fibrinogen adsorbiert. Die Sensitivitdt der Extinktionsmaxima gegenuber
der Proteinadsorption nimmt mit wachsender Filmdicke zu.
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Abb. 78: I.: Schematischer Aufbau der Proben. I11.-IV: Extinktionsspektrum fur einen Sensor bestehend

aus einem PMMA-Film der Dicke 150 nm (ll.) bzw. 300 nm (l1l.) und 600 nm (IV.). Der Film ist je mit 30 nm
Gold metallisiert. Die Spektren werden vor (schwarze Kurve) und nach (rote Kurve) der Fibrinogen-
Adsorption aufgenommen. Die Messung erfolgte in Luft unter Lichteinfall entlang der Probennormalen.

Die Metallisierung scheint die Sensitivitdt gegentber Proteinadsorption zu verschlechtern. Das
kénnte daran liegen, dass der obere Metallfilm das elektrische Feld abschwéacht und gleichzeitig
keine Plasmonen erzeugt werden. Fir einen metallisierten PMMA-Film der Dicke 600 nm ist die
Sensitivitat des Peaks bei gro3en Wellenlangen im Extinktionsspektrum um einen Faktor 8 kleiner
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4.2 Sensitivitat

als fur Nanopartikelfilme vergleichbarer Dicke. Einen Beitrag hierzu kann die Oberflachengrofle
leisten. Die Oberflache ist fir Nanopartikelflme um den Faktor vier gro3er als fiir planare Ober-
flachen. Ein weiterer Punkt ist die Hydrophobizitat der Oberflachen. Diese wird Uber den Wasser-
Kontaktwinkel charakterisiert. Sowohl fir PMMA-Filme als auch Silika-Nanopartikelfilme wird ein
Wert von 80° erreicht. Das heif3t, es besteht kein Unterschied bezuglich der Hydrophobizitat.

Abschlielende Bemerkung

Sensorelemente, die nur auf lokalisierten Plasmonen oder nur Interferenzen basieren, kénnen die
Adsorption von Proteinen nachweisen. Dabei werden bei mittleren Wellenlangen vergleichbare
Verschiebungen wie fir Kern-Schale-Nanopartikelfilme erreicht. Der Peak bei langen Wellenlan-
gen ist fur Kern-Schale-Nanopartikel am sensitivsten. Ein Unsicherheitsfaktor in diesen Experi-
menten ist die tatsachlich adsorbierte Proteinmenge, da unterschiedliche Oberflachen vorliegen.
Dies erschwert auch den Vergleich der Sensitivitat mit Nanopartikelfilmen.
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4.3 Abhangigkeit vom Brechungsindex der Volumenphase und Re-
flexionswinkel

Fur sensorische Anwendungen ist die Brechungsindex-Abhéngigkeit des Signals wichtig. Der
Sensor reagiert sowohl auf den Brechungsindex der Volumenphase als auch auf den Brechungs-
index der adsorbierten Schicht. Dies kann zu Problemen bei in situ Messungen fiihren, bei denen
in der Regel ein Wechsel zwischen einer Pufferlésung und Probeflissigkeiten mit unterschiedli-
chem Brechungsindex erforderlich ist. Zur Ermittlung der adsorbierten Massendichte in situ ist
eine Separation zwischen den Beitragen der Volumenphase und Oberflachenadsorptionsprozes-
sen erforderlich.

4.3.1 Kern-Schale-Nanopartikelfilme

Die optischen Eigenschaften von Kern-Schale-Nanopartikelfilmen, die mit Gold bzw. Silber be-
schichtet sind, werden unter Variation des Reflexionswinkels und Brechungsindexes der Volu-
men-Phase untersucht. Das Ziel ist einen Reflexionswinkel zu finden, unter dem die Peakposition
des Sensors unabhangig vom Brechungsindex der Flissigkeit Giber dem Sensor ist.

4.3.1.1 Metallisierung mit Gold

Zuerst wird die Abhangigkeit der Peakposition vom Brechungsindex der Flussigkeit uber dem
Sensor ermittelt. Hierzu erfolgt ein Vergleich der Peakposition im Medium Luft und Wasser unter
unterschiedlichen Reflexionswinkeln. Die Richtung der Verschiebung der Resonanzwellenlange,
die infolge der Brechungsindexanderung beim Ubergang von Luft zur Flussigkeit tiber dem Sen-
sor auftritt, ist abhangig vom Reflexionswinkel (Abb. 79, I.). Fir groRe Reflexionswinkel sind die
Resonanzen ins Blaue verschoben. Im Fall kleiner Reflexionswinkel erfolgt die Verschiebung ins
Rote. Betragt der Reflexionswinkel 35° flr besputterte Polystyrol-Nanopartikel mit einem Durch-
messer von 570 nm, ist die Peakposition unabhangig vom Brechungsindex der Volumenphase
Uber dem Sensor.

Zur unabhéngigen Bestéatigung werden fur einen festen Reflexionswinkel die Peakpositionen als
Funktion des Brechungsindex aufgetragen. Der Brechungsindex wird durch Glycerin-Wasser-
Gemische variiert. Bei festem Reflexionswinkel ist der Zusammenhang zwischen der Peakpositi-
on und dem Brechungsindex linear (Abb. 79, Ill.). Die Messwerte werden mit einer Geraden an-
gepasst. Die Steigung der so gewonnenen Eichkurve wird mit dem Programm Origin ermittelt und
ist ein MaR fur die Sensitivitdt gegeniiber Brechungsindexénderungen in der angrenzenden Vo-
lumenphase. Die so ermittelte Sensitivitdt hangt vom Reflexionswinkel des Lichtes ab (Abb. 79,
IV.).

Fur Polystyrol-Nanopartikel mit einem Durchmesser von 570 nm betragt die Sensitivitat unter
Lichteinfall parallel zur Probennormalen 89,34 + 10,89 nm/RIU (Abb. 79, 11l.). Der Wert fur kon-
ventionelles SPR liegt bei Bulksensitivitaten, die um den Faktor 40 hoher sind.®® Die relativ ge-
ringe Abhéngigkeit vom Brechungsindex der Bulk-Flissigkeit ist ein Vorteil der LSPR-Methode.
Eine noch geringere Abhangigkeit von der Volumenphase wird unter dem Reflexionswinkel von
35° beobachtet, unter dem die Extinktionseigenschaften des Sensors weitgehend unabhangig
von Brechungsindexanderungen der Flussigkeit sind (Abb. 79, I. und IV.). Dieser Effekt ist in der
Literatur bekannt fir mit 30 nm Gold bedampfte Polystyrol-Nanopartikel mit einem Durchmesser
von 110 nm, die mit einer zufélligen Ordnung auf dem Substrat adsorbiert sind.® Hier wurde die
Studie auf nasschemisch metallisierte Nanopartikel mit unterschiedlichem Durchmesser und he-
xagonal dicht gepackter Partikelanordnung erweitert, um die Detektionsbedingungen fir den Ein-
satz der Nanopartikelfilme als Biosensor zu optimieren.
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4.3 Abhangigkeit vom Brechungsindex der Volumenphase und Reflexionswinkel
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Abb. 79: |. Dargestellt ist die Winkelabh&ngigkeit des Extinktionsspektrums von nasschemisch metallisier-
ten Polystyrol-Nanopartikel mit einem Durchmesser von 570 nm im Medium Luft und Wasser. Aus Griinden
der Ubersichtlichkeit wurde auf die Extinktionswerte in Luft ein konstanter Offset von 1,2 addiert. Bei 25°
liegt das Extinktionsmaximum unter Wasser bei hdheren Wellenlangen, bei 45° bei kleineren Wellenlangen
als der entsprechende Peak im Medium Luft. Bei 35° liegen die Resonanzmaxima in den Medien Luft und
Wasser (rote gepunktete Linie) bei der gleichen Wellenlange. II. zeigt die lineare Anderung der Resonanz-
lage mit dem Winkel im Medium Luft. Eine lineare Anpassung der Messwerte ergibt eine Steigung von
-3,91 £ 0,03 nm/°. In Ill. ist die Abhangigkeit der Peakposition vom Brechungsindex fur einen Reflexions-
winkel von 0° dargestellt. Die Steigung der Ausgleichsgeraden betrégt 89,34 + 10,89 nm/RIU. IV. zeigt die
Abhangigkeit der Bulk-Sensitivitdét vom Winkel. Ist diese Null, so ist der Einfluss des Brechungsindexes der
Sensorumgebung auf die Resonanzlage vernachlassigbar.

Alle untersuchten Nanopartikelfiime zeigen einen magischen Winkel. (Tabelle 13). Der Winkel ist
innerhalb des Fehlers unabhangig von der Metallisierungsmethode liegt fur alle Partikeldurch-
messer im Bereich von 30° bis 40°.

Tabelle 13: Magische Winkel fir metallisierte Silika- und Polystyrol-Nanopartikel mit unterschiedlichem
Durchmesser. Die Abkirzung PS steht fiir Polystyrol.

Material Durchmessert 10%-15% | Resonanzlage Magischer Winkel
[(nm] [nm] [°]

Silika-NH, | 540 nasschemisch Ot - CX P B!

PS 570 nasschemisch 500 - 650 37814

PS 570 bespulttert 500 - 650 35+3

PS 384 nasschemisch 500 - 700 36,4+5,8

PS 384 nasschemisch 300 - 400 28,2+6,6

PS 190 nasschemisch 300 - 400 36,2+ 3,5

PS 96 nasschemisch 400 - 800 335+04
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4 Ergebnisse und Diskussion

Kontrollmessungen zeigen, dass unter den ermittelten Reflexionswinkeln kaum eine Verschie-
bung der Bandenposition in Abhangigkeit vom Brechungsindex der Volumenphase detektiert wird.

Gedankenexperiment zum magischen Winkel

Betrachtet man den Nanopartikelfilm vereinfachend als effektiven dielektrischen Film und ver-
nachlassigt Mehrfachreflexionen, so ergibt sich der Extinktionspeak aus der Interferenz von zwei
Teilstrahlen: Der erste Strahl wird auf der Filmoberflache reflektiert, der zweite Strahl auf dem
Substrat. Durch den Wegunterschied liegt eine Phasendifferenz vor. Die Phase ist abhdngig vom
Brechungsindex des Materials, der Filmdicke und dem Reflexionswinkel. Ist die Ableitung beider
Phasen nach dem Brechungsindex gleich, so verschiebt sich die Resonanzlage nicht beim
Wechsel des Brechungsindexes der Volumen-Phase. Dieser Reflexionswinkel ist der sogenannte
magische Winkel.”*® Fiir eine bestimmte experimentell vorgegebene Kombination aus Partikel-
durchmesser und Metallisierung konnte der magische Winkel fir Kern-Schale-Nanopartikelfiime
gefunden werden, der unabhéngig von der Rauheit der Metallisierung ist. Es bleibt zu untersu-
chen, zu welchem Anteil Interferenz und plasmonische Anregungen zu diesem Effekt beitragen.

4.3.1.2 Metallisierung mit Silber

Mit Silber beschichtete Sensoren versprechen eine héhere Sensitivitat. Hier wird die Volumen-
Sensitivitat unter Lichteinfall entlang der Probennormalen ermittelt. Eine Untersuchung der Peaks
unter wassrigen Losungen ergibt 2 Peaks. Die Position des breiten Peaks zwischen 350 —
600 nm ist unabhangig vom Brechungsindex der Flissigkeit Uber der Sensoroberflache. Der
Peak zwischen 800 nm und 1000 nm weist eine Bulk-Sensitivitdt von 577 + 16 nm/RIU auf. Dies
entspricht etwa dem 5 fachen Wert, der flr mit Gold nasschemisch metallisierten Oberflachen
beobachtet wurde (Abb. 80).
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Abb. 80: 1.: Querschnitt der Sensorgeometrie der Core-Shell-Nanopartikel 1l.: Extinktionsspektren der mit
50 nm Silber metallisierten Silika-Nanopartikel unter Flissigkeiten mit unterschiedlichem Brechungsindex.
Der Lichteinfall ist entlang der Probennormalen. 1ll.: Peak Position als Funktion des Brechungsindexes fur
den Peak bei langen Wellenléangen.

Stabilitat
Verbleibt der Lichtstrahl fir langere Zeit an der gleichen lateralen Position findet, wie bereits er-

wahnt, eine Oxidation statt. Diese ist erkennbar an der Farbveranderung der Oberflache und der
Verschiebung der Resonanzlage im Spektrum.
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4.3 Abhangigkeit vom Brechungsindex der Volumenphase und Reflexionswinkel

AbschlieRende Bemerkung

Es wurde gezeigt, dass fur Kern-Schale-Nanopartikelfilme unabhéngig vom Verhaltnis aus die-
lektrischem Kern und metallischer Hulle ein magischer Winkel gefunden wird. Erfolgt die Detekti-
on unter diesem Reflexionswinkel, sind die Extinktionseigenschaften des Sensors weitgehend
unabhéngig von Brechungsindexanderungen der Volumenphase. Unter dem magischen Winkel
kénnen Adsorptionsprozesse in situ beobachtet werden. Eine Metallisierung der Oberflachen mit
Silber verspricht eine hoéhere Sensitivitat. Aufgrund von Stabilitatsproblemen ist die Oberflache
nicht zum Echtzeitnachweis von Adsorptionsprozessen geeignet.

4.3.2 Beitrag der lokalisierten Plasmonen zur Volumensensitivitat

Uber keinen magischen Winkel verfiigen Goldnanopartikel in Lésung. lhre hohe Sensitivitat ge-
geniiber Proteinadsorptionsprozessen ist deshalb zum Teil auf Anderungen des Brechungsinde-
xes der Volumen-Phase zuriickzufihren. Zur Bestimmung des Beitrags der lokalisierten Plasmo-
nen zur Volumen-Sensitivitat werden Gold-Nanopartikel-Lésungen in Transmission untersucht.

Die Sensitivitat der Losungen gegeniber Brechungsindexanderungen in der Teilchenumgebung
wird mit Glycerin-Wassergemischen in Abhéngigkeit vom Teilchendurchmesser untersucht
(Abb. 81, 11.). Fur eine feste monodisperse TeilchengréRe ist der Zusammenhang zwischen
Peakposition und Brechungsindex linear (Abb. 81, I.). Goldnanopartikel mit einer Grof3e von
32+3nm zeigten eine Sensitivitdt von 75,85 % 4,75 nm/RIU gegenlber Brechungsindex-
Anderungen. Dies liegt im Bereich der Sensitivitat, die fiir die Kern-Schale-Nanopartikelfilme mit
dielektrischem Polystyrol-Kern und nasschemisch metallisierter Goldhulle beobachtet wurde.
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Abb. 81: L.: Anderung der Resonanzwellenléange einer festen TeilchengréRe, hier 20 = 4 nm, vom Bre-
chungsindex Il.: ,Bulk“-Sensitivitdt von Goldnanopartikeln mit unterschiedlichem Durchmesser gemessen
in Transmission.

Abschlieende Bemerkung

Es wurde gezeigt, dass die Volumensensitivitdten von Goldnanopartikeln gemessen in Transmis-
sion und von Kern-Schale-Nanopartikeln gemessen in Reflexion unter Lichteinfall entlang der
Probennormalen in der gleichen GréRenordnung liegen. Die Verschiebung des Extinktionspeaks
durch Brechungsindexanderungen in der Goldnanopartikelumgebung basiert auf Partikelplasmo-
nen (Formel 14).
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.3.3 Separierte Partikel

Offen blieb bisher die Frage, inwiefern die Existenz dielektrischer Kontaktpunkte und Interferen-
zen die Volumen-Sensitivitat und den magischen Winkel beeinflussen. Zur Klarung der Fragestel-
lung werden Oberflachen mit separiert angeordneten Nanopartikeln beziiglich ihrer Sensitivitat
gegenuber Brechungsindexéanderungen der Volumenphase untersucht (Abb. 82). Dabei wurde
Uber je drei Probenpositionen pro Medium gemittelt und die mittlere Peakposition als Funktion der
Brechungsindexes aufgetragen. Fir einen festen Reflexionswinkel ist der Zusammenhang zwi-
schen Peakposition und Brechungsindex fur alle betrachteten Partikelabstdnde linear. Die hieraus
bestimmte Sensitivitdt wurde als Funktion des Reflexionswinkels dargestellt (Abb. 82, rechts).
Zwischen der Bulk-Sensitivitat und dem Reflexionswinkel wird keine lineare Abhangigkeit festge-
stellt. Dennoch wird experimentell fur die Strukturen mit 0,25 min (40° = 3°) und 0,50 min
(36° + 4°) Atzzeit ein magischer Winkel gefunden. Durch die geringe Sensitivitit von etwa
20 nm/RIU, die fur kleinere Winkel als 35° auftritt, ist die Probe Uber einen groRen Winkelbereich
zum Einsatz fir in situ Messungen geeignet.
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Abb. 82: Links: Abhéangigkeit der Peakposition von Brechungsindexanderungen in der Umgebung der
Polystyrol-Nanopartikel mit einem Durchmesser von 570 nm nach 0,25 min, 0,5 min und 1 min reaktivem
lonenplasmaétzen nach nasschemischen Metallisierung. Der Lichteinfall erfolgt entlang der Probennorma-
len. Rechts: Winkelabhéngigkeit der Sensitivitat gegenliber Brechungsindexanderungen in der Umgebung
der Polystyrol-Nanopartikel (570 nm Durchmesser) nach 0,5 min reaktivem lonenplasmaétzen und nass-
chemischer Metallisierung mit Luft.

AbschlieRende Bemerkung

Die Existenz eines magischen Winkels fir separierte kugelformige Nanopartikel wurde gezeigt.
Der Winkel liegt, wie fur dicht gepackte Filme, zwischen 30° und 40°. Die dielektrischen Kontakt-
punkte sind daher kein notwendiges Kriterium fiir einen Sensor, der zum in situ Nachweis von

Bindungsprozessen eingesetzt werden soll. Eine wichtige Grol3e fur die Winkelabhangigkeit der
Bulk-Sensitivitat konnte daher die Interferenz sein.

4.3.4 Planare dielektrische Filme

4.3.4.1 Ohne Metallisierung

Die Extinktionsspektren eines PMMA-Films der Dicke 600 nm ohne Metallisierung werden an Luft
und unter Flussigkeiten mit unterschiedlichem Brechungsindex gemessen (Abb. 83). Nichtmetalli-
sierte PMMA-Filme zeigen keine Sensitivitdt beziglich Brechungsindexanderungen der Flissig-
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4.3 Abhangigkeit vom Brechungsindex der Volumenphase und Reflexionswinkel

keit Uber der Sensoroberflache unter Lichteinfall parallel zur Probennormalen. Der magische Win-
kel liegt somit unter dem Reflexionswinkel von 0° gemessen zur Probennormalen vor. Dies
stimmt mit theoretischen Berechnungen zum Reflexionsverhalten der diinnen Filme uberein. Die
Berechnungen mit dem kommerziellen Softwarepaket SCOUT®"! (Abb. 83, rechts) erfolgten zu-
sammen mit T. Glaser (KIP). Zusétzlich bestétigt die Berechnung die experimentell beobachtete
Abnahme der Intensitat mit steigendem Brechungsindex der Volumenphase.

06 o 07 , : : :
— Lu
Luft
—— Wasser —
—— Glycerin 25% CDD —— Wasser
0,44 — Glycerin 50% = 0,6 ]
E ' —— Glycerin 75% S
S £
5 =
S g 054 .
£ 0,2+ s
5 o
0,0 3 0.4+
T T T T T T T T 0,3 ; ; ; .
300 400 500 600 700 800 900 1000 300 400 500 600 700 800

Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]

Abb. 83: Brechungsindexabhangigkeit der gemessenen (links) und Berechnung Extinktionsspektren eines
nicht metallisierten PMMA-Films der Dicke 600 nm auf mit Gold bedampftem Silizium-Wafer unter Lichtein-
fall entlang der Probennormalen (rechts). Es wurde das Programm Scout zusammen mit Dr. T. Glaser (KIP,
Universitat Heidelberg) verwendet.

4.3.4.2 Mit Metallisierung

Es ist interessant, ob sich der magische Winkel infolge der Metallisierung andert. Analog zu Un-
tersuchungen von Kern-Schale-Nanopartikeln wird die Abhangigkeit der Peakposition vom Bre-
chungsindex der Flussigkeit Uber dem Sensor ermittelt. Es wird ein linearer Zusammenhang zwi-
schen Peakposition und Brechungsindex (Abb. 84) beobachtet. Die Steigung Null wird nicht er-
reicht. Ein magischer Winkel wird somit nicht beobachtet.
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Abb. 84: Links: Extinktionsspektren eines nasschemisch metallisierten PMMA-Films der Dicke 300 nm
auf mit Gold bedampftem Silizium-Wafer unter Lichteinfall parallel zur der Probennormalen Rechts: Ab-
hangigkeit der Peakposition vom Brechungsindex fiir Reflexionswinkel von 0° - 55°. Die Abhangigkeit wurde
fur den Peak zwischen 300 nm und 400 nm sowie den Peak zwischen 500 nm und 600 nm dargestellt. Die
Messwerte liegen auf einer Geraden. Die Steigung der Ausgleichsgeraden gibt die Sensitivitat beziglich
der Volumenphase an.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Es ist interessant, dass die Bulksensitivitat linear vom Reflexionswinkel abhéngt (Abb. 85). Dies
wurde bereits fur Kern-Schale-Nanopartikelfilme beobachtet. Die Winkelabhéngigkeit der Bulk-
Sensitivitat kdnnte daher ein Interferenzeffekt sein. Fir Untersuchungen unter einem Lichteinfall
entlang der Probennormalen ist die Bulk-Sensitivitat klein, aber nicht null (ochne Abb.).
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Abb. 85: Volumen-Sensitivitdt des mittleren Peaks von nasschemisch metallisierten PMMA-Filmen der
Dicke 300 nm (rot) und 600 nm (schwarz) auf mit Gold bedampftem Silizium-Wafer in Abh&ngigkeit vom
Reflexionswinkel. Die Steigung betragt -5,87 + 0,35 nm fiir den 300 nm dicken Film und -7,78 +0,19 nm im
Fall des 600 nm dicken Filmes.

Abschlielende Bemerkung

Fir nicht metallisierte Filme liegt ein magischer Winkel unter Lichteinfall entlang der Probennor-
malen vor. Dies stimmt mit theoretischen Berechnungen uberein. Nicht metallisierte Filme sind
daher zur in situ Detektion geeignet. Aufgrund der scharferen Peaks, insbesondere unter Flussig-
keit, werden allerdings Kern-Schale-Nanopartikelfiime bevorzugt. Die Untersuchung metallisierter
Filme zeigte, dass die Metallisierung fiur die Existenz des magischen Winkels entscheidend sein
kann.
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4.3 Abhangigkeit vom Brechungsindex der Volumenphase und Reflexionswinkel

4.3.5 |In situ Detektion in Echtzeit

Die in situ Detektion der Proteinadsorption in Echtzeit setzt eine hohe Sensitivitat unter Fllssig-
keit voraus. Hierzu wurden Messungen der Extinktionsspektren vor und nach der Proteinadsorpti-
on im Medium PBS durchgefiihrt. Die Sensitivitdt unter Flussigkeit ist fiir Kernschale-
Nanopartikelfiime geringer als im Medium Luft (Abb. 86, rechts).

Polystyrol-Nanopartikel

Fir Polystyrol-Partikel mit einem Durchmesser von 190 nm ist die Verschiebung im Medium Luft
unter Lichteinfall parallel zur Probennormalen mit 10 nm am grof3ten und erreicht fur gréRere
Winkel nur die halbe Verschiebung. Eine VergréRerung des Partikeldurchmessers um den Faktor
3 erhoht die Sensitivitat unter Winkeln gréRer 0° um den Faktor 6. Der Vergleich erfolgte je fir
den vorletzten Peak im Spektrum. Partikel mit einem Durchmesser von 570 nm sind somit zu
bevorzugen.
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Abb. 86: Links: Extinktionsspektren fur Polystyrol-Nanopartikel mit einem Durchmesser von 190 nm vor
und nach der Adsorption von Fibrinogen. Die Messung erfolgte unter einem Reflexionswinkel von 0° an Luft.
Rechts: Winkelabh&ngigkeit der Verschiebung in Luft und PBS-Puffer gemittelt aus 2 Proben und je 3 Pro-
benpositionen. Fur Polystyrol-Nanopartikel mit einem Durchmesser von 570 nm wird die Verschiebung des
Peaks im Wellenlangenbereich von 400 - 600 nm in Luft und PBS dargestellt. Fir Polystyrol-Nanopartikel mit
einem Durchmesser von 190 nm wird die Verschiebung des Peaks zwischen 200-300 nm und 300 — 400 nm
im Medium Luft dargestellt. Die Nanopartikel sind nasschemisch metallisiert. Das Glas-Substrat ist mit 5 nm
Titan und 100 nm Gold bedampft.

Silika-Nanopartikel

Fur Silika-Nanopartikel ist die Sensitivitat unter Flissigkeit bis zu einem Faktor 2 besser als fur
Polystyrol-Nanopartikel vergleichbarer Grof3e (Abb. 87). Dies gilt nicht fir alle Reflexionswinkel.
Unter dem magischen Winkel ist die Sensitivitat gleich.

Die Anderung der Resonanzposition infolge des Adsorptionsprozesses ist unter Fliissigkeit auf
ein Drittel des Wertes an Luft reduziert. Die maximale Verschiebung wird fir einen Reflexionswin-
kel von 38° erreicht. Es handelt sich dabei nicht um den magischen Winkel.

Der in situ Nachweis von Bindungskinetiken erfolgt unter dem magischen Winkel. Nur die Ande-
rungen des Brechungsindexes auf der Probenoberflache, die durch die Adsorption von z.B. Fibri-
nogen bewirkt werden, tragen zum Signal bei. Dies ermdglicht eine Messung unabhéngig vom
Brechungsindex der Volumen-Phase. Die Verschiebung betragt 5 nm (Abb. 87, rechts).
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4 Ergebnisse und Diskussion

Der zweite wichtige Punkt dabei ist, dass sich der magische Winkel nicht durch den Adsorptions-
prozess verschiebt. Dies wurde anhand einer Messung der Extinktionsspektren unter Flissigkei-
ten mit unterschiedlichem Brechungsindex nach der Proteinadsorption bestatigt.
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Abb. 87: Links: Winkelabhangigkeit der Verschiebung in Luft (schwarz) und PBS (rot) infolge der Fibrino-
genadsorption auf nasschemisch metallisierten SiO,-Nanopartikelfiilmen (Durchmesser = 540 nm) auf 100
nm Gold gemittelt aus je 5 verschiedenen lateralen Probenpositionen firr jeden Winkel. Die maximale Ver-
schiebung wurde bei 38° detektiert. Rechts: Kinetik der Fibrinogen-Adsorption auf nasschemisch metalli-
sierten Nanopartikelfilmen aus Polystyrol (schwarze Kurve entspricht dem Durchmesser 190 nm, rote Kurve
570 nm) und aus Silika (blaue Kurve 540 nm,). Als Substrat wurde Glas, das mit 100 nm Gold bedampft
war, eingesetzt. Die Detektion erfolgte unter dem magischen Winkel.

Abschliellende Bemerkung

Ein bedeutender Vorteil, den Kern-Schale-Nanopartikelfiime gegentber herkémmlichen SPR-
Methoden bieten, ist die Existenz des magischen Winkels. Daher kénnen Bindungsereignisse
nicht nur markierungsfrei und in Echtzeit verfolgt werden sondern vor allem in situ. Dies ist von
Interesse flr viele wissenschaftliche Bereiche, insbesondere tragt es zum Verstandnis biologi-
scher Bindungsprozesse bei. Die Kombination der Kern-Schale-Nanopartikel mit einer geeigneten
Funktionalisierung, z.B. durch hochdichte Peptidarrays, erméglicht eine hochgradig parallelisierte
Analytik auf kleinem Raum (Kap. 4.6).

100



4.4 Sensitivitatssteigerung

Da die Sensitivitéat unter dem magischen Winkel sehr gering ist, erfolgt in diesem Kapitel eine
Optimierung der Sensorempfindlichkeit. Hierzu werden zwei Anséatze betrachtet: die zusatzliche
Beschichtung der Nanopartikelfilme mit metall-organischen Geriiststrukturen und die Sensitivi-
tatssteigerung durch Feldeffekte. Hierzu werden Nanopartikelfiime auf Gitterstrukturen abge-
schieden.

4.4.1 Sensitivitatssteigerung durch SURMOF-Beschichtung

Niedrigere Nachweisgrenzen in der Bioanalytik konnen durch gezielte Oberflachenvergréf3erung
erreicht werden. Hierzu wird das Konzept verwendet, dreidimensionale pordse Gitterstrukturen
auf Sensoroberflachen aufzubringen, die gréf3ere Analytmengen binden. In Anbetracht der typi-
schen Grél3e von Biomolekilen sollte hier das Augenmerk auf SURMOFs mit grol3er Maschen-
weite liegen. Zuerst werden die optischen Eigenschaften von Nanopartikelfilmen untersucht, die
mit dem SURMOF HKUST-1 beschichtet sind (Abb. 88). Dabei handelt es sich um eine porése
metallorganische Gerlststruktur mit anorganischen Knotenpunkten aus Kupfer-lonen, die tber
organische Linker-Molekiile verkniipft sind.”*? Die Poren in der Geriiststruktur entstehen durch
einen Selbstassemblierungs-Prozess. Dabei kann die Bindung zwischen dem Metallion und dem
Linker reversibel gedffnet und geschlossen werden. Die Kupfer-lonen stellen ihren Abstand quasi
aus eigenem Antrieb ein.”*® Die kristalline Struktur ist die thermodynamisch stabilste.

Als Beispiel fir einen Diffusionsprozess wird die Diffusion von Pyridinmolekilen in die Poren des
SURMOFs beobachtet. Die Diffusion von Biomolekilen in die Poren erfordert eine héhere Stabili-
tat unter Flussigkeiten. Durch die starken Wechselwirkungskrafte (eine Kombination aus Wasser-
stoffbriicken-Bindungen, van-der-Waals-Wechselwirkungen und elektrostatischen Wechselwir-
kungen mit den Linker-Molekilen, sowie Coulomb-Kraften mit den Kupfer-lonen) kann die Ge-
riststruktur zerstért werden. Derzeit wird am KIT an einer Verbesserung der Stabilitdt des Ge-
ristsystems gearbeitet. Die Proben werden in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. H. Gliemann (KIT,
IFG, Leitung Prof. Dr. Christof Woll) gefertigt und ermdglichen eine gezielte Oberflachenvergrofie-
rung mithilfe von pordsen Geruststrukturen.

Sio, | Si0, X Si0, ] Sio,
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VvhsS ™
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Abb. 88: Links: Schematische Darstellung der Referenz, Probe und dem dreidimensionales Modell aus
kubisch angeordneten Wiirfeln (3D Darstellung nach [2591) Rechts: REM-Aufnahme der mit SURMOFs
beschichteten Kern-Schale Nanopartikeloberflache.

Es werden SURMOF-Beschichtungen mit unterschiedlichen Schichtdicken und mit einer Poren-
groRe von ca. 4 nm verwendet. Die SURMOF-Dicke wird zwischen nicht geschlossenen Filmen
von wenigen Nanometern bis zu defektfreien Filmen von 300 nm variiert. Unter Defekt versteht
man hier Risse, die sich von der Film-Oberflache zum Goldsubstrat erstrecken und mit Voltamet-
rie-Messungen festgestellt werden kénnen.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.4.1.1 Extinktionseigenschaften der Nanopartikelfilme mit SURMOF-
Beschichtung

Die Sensoroberflachen zeigen mehrere Peaks im Extinktionsspektrum, deren Resonanzlage vari-
iert. Es ist keine systematische Abhé&ngigkeit der Peakposition von der Schichtdicke der
SURMOF-Bedeckung festzustellen (Abb. 89). Fur einen Nanopartikelfilm mit der Dicken-Angabe
300 nm, entsprechend 60 Zyklen, wird das schéarfste Signal beobachtet. Die Extinktion weist ei-
nen scharfen Peak bei 550 nm mit einer Halbwertsbreite von 52 £ 1 nm und einer Intensitat von
1,14 + 0,44 O.D. auf. Dies entspricht den typischen Werten fiir nicht beschichtete Nanopartikelfil-
me. Es fallt auf, dass Proben mit einer Bedeckung von 200 nm die geringste optische Dichte ha-
ben. Zusatzlich wirde man mit steigender Schichtdicke eine zunehmende Rotverschiebung er-
warten. Dies wird jedoch nicht beobachtet. Der Grund hierfir ist unklar.

Die Dicke der Schicht ist ein Erfahrungswert (KIT), da der Zuwachs an Schichtdicke pro Anzahl
an Schichten bekannt ist. Es ware moglich, dass die Schichtdicke auf den Nanopartikelfilmen mit
einem grof3eren Fehler verbunden ist, da keine planare Oberflache vorliegt. Einen Hinweis darauf
kann die Reproduzierbarkeit der Peakposition im Extinktionsspektrum liefern. Die Reproduzier-
barkeit nimmt mit wachsender Filmdicke ab (Abb. 89, rechts).

Dies ist vermutlich auf die uneinheitliche Filmdicke zurlickzufiihren. Réntgenbeugungs-
Experimente am KIT zeigen, dass die Schichten polykristalline Bereiche aufweisen. Moglicher-
weise kann sich der SAM, der zur Funktionalisierung der Oberflache bendétigt wird, nicht optimal
ausbilden, weil der dielektrische Nanopartikelfilm nicht vollstandig mit Goldnanopartikeln bedeckt
ist, sondern Lucken aufweist. Der anschlieende Wachstumsprozess der Geruststruktur erfolgt
nicht kristallin. Ein kristalliner Wachstumsprozess erfolgt bevorzugt auf (111)-Goldoberflachen.
Die Charakterisierung der nasschemisch hergestellten Metallisierung wirde z.B. ein Transmissi-
onselektronenmikroskop erfordern.
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Abb. 89: Links: Extinktionsspektren der mit unterschiedlich dicken HKUST-1 beschichteten Nanopartikel-
filme. Rechts: Vergleich der Reproduzierbarkeit der Extinktionsspektren der Nanopartikelfilme, nach einer
Beschichtung mit unterschiedlich dicken HKUST-1 Gertststrukturen.

4.4.1.2 Beobachtung von Diffusionsprozessen in der Gasphase

Im Folgenden wird die Sensitivitat der Oberflachen gegentber Diffusionsprozessen getestet.
Probe ohne SURMOF

Zuerst erfolgt eine Untersuchung von nicht beschichteten Nanopartikelfiimen (Abb. 90, II.) bei

unterschiedlich langem Kontakt mit dem Pyridin-Dampf bei einer Temperatur von 35°C (Abb. 91,
links). Die Resonanzlage bleibt unveréandert.
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4.4 Sensitivitatssteigerung

Probe mit SURMOF

Fir Proben, die Uber eine Beschichtung mit Geruststrukturen verfugen (Abb. 90, Ill.), beobachtet
man nur fir 0°C keine Verschiebung, da die Pyridinkonzentration in der Gasphase zu gering ist
(Abb. 91, rechts).

I 1. 11 IV. Pyridin
pal 7 AT A7
L L HINIEINE IR |
Glasfaser
— Probe
L pyriin 100 nmﬁu 100 nm Au 100 nm Au
5 nm Ti 5nmTi 5nmTi
Wasserbad Glas Glas Glas

Abb. 90: Schematische Darstellung I. des  Versuchsaufbaus, Il. der Probe ohne SURMOF-
Beschichtung, Ill. der Probe mit SURMOF-Beschichtung, IV. der Pyridin-Molekule in den Poren.

T
144 ——1min
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Extinktion [0.D.]
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Abb. 91: Links: Extinktionsspektren des Sensors ohne SURMOF-Beschichtung bei Reaktionszeiten von 1
min, 60 min und 120 min mit Pyridindampf bei 35°C. Rechts: Extinktionsspektren des Sensors mit 50 hm
HKUST-1-Beschichtung bei Messung im Eisbad. Die dargestellten Messzeiten sind 0 min und 51 min. Die
Resonanzlagen sind unverandert.

Nun wird die Temperatur erhéht und die Extinktionsspektren der Sensoroberflachen mit einer
Beschichtungsdicke von 50 nm untersucht. Befindet sich das Pyridin-Reservoir bei 35°C, wird in
den Extinktionsspektren eine deutliche Resonanzverschiebung beobachtet. Die Extinktionsspek-
tren werden alle 5 s gespeichert und die Peakpositionanderung als Funktion der Zeit aufgetragen
(Abb. 92). Die Kinetik des Eindiffundierens kann so verfolgt werden, ebenso wie die Diffusion aus
den Poren nach Entfernen des Pyridin-Reservoirs. Die Verschiebung der Resonanzlage nach
einer Reaktionszeit von zwei Stunden betragt 35 nm. Die Peak-Intensitat nimmt deutlich ab und
der Peak verbreitert sich gleichzeitig. Dies ist beim Entfernen des Pyridin-Reservoirs reversibel
(Abb. 92, rechts). Unter Annahme eines Reaktionsverlaufs nach dem Langmuir-Modell kann bei
einer Messung Uber Nacht bei 35°C eine Verschiebung von 63 nm erwartet werden (Abb. 92). Die
Anderung der Resonanzlage bei 35°C betragt nach 60 Stunden 63 nm (Abb.93, 11.) fiir den Peak
bei 500 nm.
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Abb.92: Links: Messung der Diffusion (schwarze Kurve) und Anpassung mit Langmuir-Modell (rote
Kurve). Bei einer Messung Uber Nacht bei 35 °C erwartet man infolge der Berechnung eine Verschiebung
von 62 nm. Bei der Messung wurde nach 150 min das Pyridin-Reservoir entfernt und die Diffusion des Pyri-
dins aus den Poren beobachtet. Rechts: Extinktionsspektren vor dem Kontakt mit Pyridin (schwarze Kur-
ve), nach sechs Stunden Eindiffundieren bei einer Konzentration von 1,82 mol/m® (rote Kurve) und nach
einer Stunde Ausdiffundieren (blaue Kurve).

Abschatzung der erwarteten Verschiebung

Alternativ lasst sich die zu erwartende Verschiebung aus der Massendichte und Sensitivitat ab-
schatzen. Jede Pore der Geruststruktur des HKUST-1-SURMOFs kann mit ca. 10 Pyridin-
Molekllen besetzt werden. Mit Schwinggquarzmikrowagung wird eine Massendichte von
0,2 pg/cm? in einer 20 nm dicken SURMOF-Schicht bestimmt.”®” Die Sensitivitat’” des Kern-
Schale-Nanopartikelsensors betragt 0,25 nm/ng*cmz. Die abgeschatzte Verschiebung betragt
50 nm. Es ist zu erwarten, dass die gebundene Massendichte mit der Dicke der Geruststruktur
zunimmt, da eine gréRere Oberflache zur Verfligung steht.

Variation der SURMOF-Dicke

Alle hergestellten Sensoren mit SURMOF-Beschichtung kénnen Diffusionsprozesse in der Gas-
phase nachweisen. Die Verschiebung ist abhangig von der SURMOF-Schichtdicke (Abb. 93). Die
Proben werden zwecks eines direkten Vergleichs gleichzeitig im gleichen Gefald inkubiert. Flr
einen HKUST-1-Film mit einer Dicke von wenigen Nanometern (Abb. 93, 1.) ist die Verschiebung
des Peaks bei 500 nm nur ein Drittel so grof3 wie fur den 50 nm dicken SURMOF-Film. Vervier-
facht sich die Filmdicke auf 200 nm, nimmt die Sensitivitat um 10 nm zu. Fir einen 300 nm dicken
Film reduziert sich die Verschiebung auf die Hélfte. Die Sensitivitat des Peaks bei 500 nm ist fir
die 200 nm dicke HKUST-1-Struktur am grof3ten.

Abschlielende Bemerkung

Drei Aspekte sind fir die Sensitivitat entscheidend, die mogliche Adsorption auf der Oberflache,
die Diffusion von Pyridin-Molekilen aus der Gasphase in die Poren und die Abklinglange des
plasmonischen Signals. Damit lassen sich die beobachteten Sensitivitaten erklaren. Ein grol3er
Unsicherheitsfaktor bleibt jedoch die tatsachliche Filmdicke und die adsorbierte Menge. Als opti-
mal erweisen sich Sensoren mit wenigen Nanometern Beschichtung, da sie preisglinstig in der
Herstellung sind, gleichzeitig scharfe Peaks aufweisen und die am besten reproduzierbaren
Peakpositionen haben. Strukturen mit 50 nm zeigen zwar die dreifache Verschiebung, sind aber
durch die Verbreiterung des Peaks und die Reduktion der Peakintensitat unpraktisch. Die Sensiti-
vitat des Kern-Schale-Nanopartikelfilms konnte durch die Beschichtung mit Geriiststrukturen ver-
bessert werden.
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Abb. 93: Verschiebung der Peaks im Extinktionsspektrum von Nanopartikelfilmen, die mit unterschiedlich
dicken HKUST-1-SURMOFs beschichtet sind. Die Dicke der Gerlststruktur betragt im Fall von I. wenige

Nanometer, II. 50 nm (zweite Messung), 1ll. 200 nm und IV. 300 nm. Die Inkubationszeit betragt jeweils
60 Stunden.

4.4.1.3 Einsatz mit Geriststrukturen beschichteter Sensoren unter Flissigkeit

Von besonderem Interesse flr biosensorische Anwendungen, z.B. in Hinblick auf die Untersu-
chung gezielter Wirkstofffreisetzung, sind Gerlststrukturen, die im Einsatz unter Fllssigkeiten
stabil sind. Dahingehend werden zwei Proben untersucht, zum einen der HKUST-SURMOF mit
einer Filmdicke von 50 nm zum anderen SURGELe.?” Bei letzteren handelt es sich um Geriist-
strukturen, bei denen die metallischen lonen durch vernetzte organische Linker ersetzt werden.

Mit HKUST-1 beschichtete Nanopartikelfilme

Beim Einsatz der mit HKUST-1 beschichteten Nanopartikelfilmen unter Wasser wird eine Ver-
schiebung der Resonanzlagen ins Blaue beobachtet (Abb. 94, I. und IlI.), die sich nach 30 min
stabilisiert. Die Gesamtverschiebung unter Wasser betragt -17 nm. Dies deutet auf einen Verlust
an Material hin. Die Verschiebung infolge des Materialverlustes ist dabei dreimal so groR3, wie die
Resonanzlagenanderung ins Rote, die infolge der Fibrinogenadsorption auf dem nicht beschichte-
ten Nanopartikelfilm auftritt. Die Instabilitdt kann auf die ionischen Bindungskréafte im SURMOF
zuriickgefuhrt werden. Der Prozess kdnnte analog zur Losung von Kochsalz in Wasser unter
Bildung einer Hydrathulle um die Kupfer-lonen erfolgen.

Mit einem SURGEL-Film beschichtete Nanopartikelfilme
Eine neuere Entwicklung am KIT sind deshalb SURGELe. Allerdings wird auch fur Oberflachen,

die mit einem SURGEL-Film beschichtet sind, beim Kontakt mit Wasser eine Verschiebung zu
kleineren Wellenlangen beobachtet (Abb. 94, Ill. und IV.). Im Fall der SURGEL Schicht verlauft
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4 Ergebnisse und Diskussion

die Verschiebung der Peakposition langsamer als bei der HKUST-1 Struktur. Bei einer Kontakt-
zeit von drei Stunden wird eine Verschiebung unter Wasser von 17 nm, aber keine Sattigung,
erreicht. Dieser Effekt kann mehrere Griinde haben: zum einen fillen sich die Poren mit Wasser,
wodurch sich der effektive Brechungsindex in der Umgebung der Sensoroberflache &ndert. Der
effektive Brechungsindex setzt sich aus dem Brechungsindex organischer Materialien, i.d.R. 1,38
RIU, und Wasser zusammen. Dabei kénnte der Film quellen. Dies hatte eine Verschiebung ins
Blaue zur Folge. Gleichzeitig kdnnte der bereits oben erwahnte Verlust an Massendichte eine
Blauverschiebung bewirkten. Ein Vergleich der Extinktionsspektren vor dem Eintauchen in Was-
ser und nach dem Trocknen der Probe (Abb. 95) zeigt eine Verschiebung von -9 nm. Dies ent-
spricht einem Verlust an Filmdicke von 34 + 2 nm. Bei einer Linker-Lange und damit Porengréf3e
von 4 nm handelt es sich um 8 Schichten. Die Instabilitat ist vermutlich auf die fehlende kristalline
Ordnung und chemische Heterogenitat der nasschemisch hergestellten Goldhille zurlickzufiih-
ren.

Bei Messungen auf planaren Oberflachen treten keine Stabilitatsprobleme auf.!®”!
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Abb. 94: Verschiebung der Peaks im Extinktionsspektren von Nanopartikelfilmen, die mit 50 nm dicken
HKUST-1-Geruststruktur (I. und II.) und einem SURGEL-Film (lll. und IV.) beschichtet sind, bei Messung
unter Flussigkeit. I. und lll. ist der Vergleich zu Beginn der Messung und nach einer Eintauchzeit von
58 min, in Il. und IV. ist die Verschiebung der Peakmaxima als Funktion der Zeit dargestellt. Die Messung
erfolgt unter einem Reflexionswinkel von 0°. Nach 30 min wird fur die Probe mit SURMOF-Beschichtung ein
konstanter Wert erreicht.
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Abb. 95: Extinktionsspektren von Nanopartikelfiimen, die mit einer SURGEL-Geriststruktur beschichtet sind
im Medium Luft unter Lichteinfall parallel zur Probennormalen. Schwarze Kurve: Extinktionsspektrum vor
dem Eintauchen in Wasser. Blaue Kurve: Extinktionsspektrum nach dreistiindigem Kontakt der Probe mit
Wasser und Trocknen an Luft Rote Kurve: Extinktionsspektrum nach dem Trocknen an Luft und zusatzli-
chem Trocknen im Stickstoffstrom. Die Verschiebung der Resonanz betragt 9 nm ins Blaue. Ein Teil des
SURMOF-Films lost sich unter Wasser ab.

Abschlielende Bemerkung

Zum Einsatz der Geriststrukturen unter FlUssigkeiten muss die Haftung der SURMOFs und
SURGELe auf den Nanopartikelfilmen erhéht werden. Eine Sensitivitatssteigerung konnte unter
Flissigkeit bisher nicht mit beschichteten Nanopartikelfiimen erreicht werden. Von Vorteil ware
eine einheitliche Oberflache, die nur aus SiO, bzw. Gold mit der kristallinen Ordnung (111) be-
steht. Eine chemisch einheitliche Oberflaiche ermdglicht eine Verbesserung der Funktionalisie-
rung mit Silanen bzw. Thiolen. Dadurch kdnnte eine Verstarkung der Haftung erreicht werden.

4.4.2 Sensitivitatssteigerung mit heterogenen Oberflachen

Die Untersuchung hoch-dichter Molekiilarrays setzt voraus, dass keine Uberlagerung der unter-
schiedlichen Informationen von benachbarten Spots erfolgt. Heterogene Oberflachen bieten zwei
wichtige Vorteile. Sie kdnnen die Ausbreitungslange der Plasmonen begrenzen sowie dazu bei-
tragen die Empfindlichkeit der Nanopartikelsysteme weiter zu steigern. In dieser Arbeit werden
zwei Methoden zur Herstellung von heterogenen Oberflachen verwendet: das Mikrokontaktdru-
cken zur Erzeugung von Partikelclustern und metallische Gitter. Bei der Reflexion von Licht an
metallischen Gitterstrukturen tritt bei spezifischen Wellenlangen eine drastische Erhdéhung der
lokalen elektromagnetischen Felder auf.”®" Diese Feldverstarkungseffekte konnten wiederum
genutzt werden, um besonders ausgepragte plasmonische Anregungen in Nanopartikelfiimen zu
erzeugen. Hierzu miussen die Nanopartikel auf metallischen Gittern adsorbiert werden, die zu
einer Felderh6hung bei einer Plasmonenresonanz der Nanopartikelfilme fuhren.

4.4.2.1 Selbstorganisation auf Gitterstrukturen

Der Einsatz von metallischen Gittern als Gitterkoppler ermdglicht die Kopplung von Licht an
Plasmonen.?%2 12631 2641 |y Alitag haufig verwendete Oberflachen mit Gitterstrukturen stellen CDs
und DVDs dar. Die optischen Eigenschaften von metallisierten DVDs ohne Nanopartikelbede-
ckung und von Nanopartikelfiimen auf DVDs sind Gegenstand der Untersuchungen.
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Das Ziel ist es herauszufinden, ob die plasmonischen Signale der Nanopartikelfilme durch die
Kombination mit solch einfach verfligbaren Gitterstrukturen verstarkt werden kénnen.

DVD mit Plastikschicht und mit Nanopartikeln

Das Gitter der DVD wird vom Hersteller durch eine Plastikabdeckung nach auf3en geschitzt. Zur
Herstellung der Proben werden DVDs mit Plastikabdeckung und DVDs nach Entfernen der Plasti-
kabdeckung als Substrate eingesetzt. Die Substrate bieten ein regelmaRiges Gitter mit einer Git-
terperiode von ca. 700 nm (Abb. 96, I.). Die Oberflachen werden mit Gold besputtert und die Na-
nopartikelfilme mit der Floating-Transfermethode darauf tibertragen. Die Anordnung der Partikel
erfolgt in weniger dichten Bereichen in den Vertiefungen, in Bereichen hoher Partikeldichte auch
auf den Stegen (Abb. 96, Il. und IIl.). Mit dieser Methode kénnen Nanopartikel so angeordnet
werden, dass die Struktur dem Negativabdruck des Substrates entspricht. Die DVD hat die Wir-
kung einer Schablone.

Optische Eigenschaften

Die Extinktionsspektren werden vor und nach der Adsorption von Nanopartikeln aufgenommen
und mit dem Extinktionsspektrum von Nanopartikelfilmen verglichen, die auf einem flachen Gold-
Substrat abgeschieden wurden (Abb. 96). Im Spektrum der DVD wird ein breiter Peak zwischen
300 nm und 550 nm sowie ein scharfes Minimum bei 600 nm beobachtet. Die Lage des Mini-
mums stimmt mit dem Minimum von nasschemisch metallisierten Kern-Schale-Nanopartikeln
Uberein, die sich auf einem flachen Gold-Substrat befinden. Da die Gitterperiode gut zu dem Na-
nopartikelfilm passt, kénnte eine Kopplung zwischen plasmonischen Anregungen im Gitter und im
Nanopartikelfiim auftreten. Die optische Antwort des kombinierten Sensors aus Nanopartikelfilm
und DVD-Substrat entspricht der Summe der Einzelspektren (Abb. 97). Das heif3t, es tritt keine
Kopplung auf.
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Abb. 96: Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme einer DVD vor der Adsorption von Nanopartikeln I. und
nach der Adsorption von Nanopartikeln in niedriger Il. und hoher Dichte IIl. sowie die schematische Darstel-
lung des Probenaufbaus IV.
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Abb. 97: Extinktionsspektren einer mit Gold metallisierten DVD mit Plastikabdeckung vor der Adsorption
von Nanopartikeln (schwarze Kurve), nach der Adsorption von Nanopartikeln auf der DVD (rote Kurve),
Extinktionsspektrum des Nanopartikelfiims auf einem flachen Goldsubstrat (blaue Kurve) und berechnete
Summe (magenta). Die Aufnahmen erfolgten im Medium Luft unter Lichteinfall parallel zur Probennormalen.

DVD ohne Plastikschicht und ohne Nanopartikel

Zum Vergleich werden DVDs ohne Plastikabdeckung eingesetzt. Diese sind allerdings weniger
praktisch in der Anwendung, als DVDs mit Plastikabdeckung. Zum Abtrennen der Plastikbede-
ckung muss die DVD erst in kleinere Stlicke geschnitten werden und nur mit groRer Vorsicht
bleibt das Gitter unbeschadigt. Das Extinktionsspektrum der DVD ohne Plastikabdeckung zeigt
breite Uberlagerte Peaks, deren Lage im Spektrum nicht mit den Peaks im Extinktionsspektrum
der Nanopartikelfilme Ubereinstimmt (Abb. 98). Daher ist keine plasmonische Kopplung im kom-
binierten System aus Gitter und Nanopartikelfilm zu erwarten.

T T T T T T T T
DVD ohne Plastikabdeckung + 100 nm Gold L

.— 100 nm Gold

Extinktion [0.D.]

DVD

T T T T T T T T
300 400 500 600 700 800 900 1000
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Abb. 98: Extinktionsspektrum der DVD ohne Plastikabdeckung. Die Oberflache wurde mit 100 nm Gold
besputtert. Die Detektion erfolgt unter einem Lichteinfall parallel zur Probennormalen im Medium Luft.

CD mit Plastikschicht und mit Nanopartikeln

Im Fall einer CD ist die Plastikabdeckung so gut mit dem Gitter verbunden, dass sich die Plastik-
schicht nicht entfernen lasst. Die CD mit Plastikbedeckung wird mit einem Nanopartikelfiim be-
schichtet und die optische Antwort vor und nach der Partikelablagerung untersucht. Ein Vergleich
mit dem Extinktionsspektrum des Nanopartikelfiims auf einem planaren Goldfilm bestatigt die
additive Uberlagerung aus Substrat und Bedeckung (Abb. 99). Die Tatsache, dass das Gesamt-
signal gleich der Summe der Teilsignale ist bedeutet, dass keine Kopplungen auftreten.
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Abb. 99: Extinktionsspektrum der CD mit Plastikabdeckung. Die Oberflache wurde mit 100 nm Gold be-
sputtert. Die Detektion erfolgt unter einem Lichteinfall parallel zur Probennormalen im Medium Luft.

Nanopartikelfilm-Doppellagen

Eine weitere Moglichkeit Gitter zu erzeugen ist die gezielte Abscheidung zweier Monolagen mit
der Floating-Methode. Die Qualitat der Partikelformation wird mit dem Rasterelektronenmikroskop
Uberprift. Hinsichtlich der Linienform ist eine Adsorption in Form einer Monolage zu bevorzugen
(Abb. 100). Das Problem hierbei ist vermutlich, dass Adsorption der zweiten Lage in den Liicken
der Monolage erfolgt. Zusatzlich wird beim Metallisieren erneut Gold auf der unteren Lage abge-

schieden, dies flihrt zu einer dickeren Metallschicht und kénnte eine Ursache flr die Peakform
sein.

Silikananopartikel mit 30 nm Gold besputtert
2,01 —— eine Monolage
—— eine Doppellage

1,54

Extinktion [O0.D.]

1,01

0,54

300 400 500 600 700 800 900 1000
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Abb. 100: Links: Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme der Nanopartikeldoppellage. Rechts: Extinkti-

onsspektrum einer Nanopartikelmonolage (schwarz) und Doppellage (rot). Die Detektion erfolgt unter einem
Lichteinfall parallel zur Probennormalen im Medium Luft.

Abschliellende Bemerkung

Durch die Kombination von Nanopartikelfilmen und Gitterstrukturen konnte geschlossen werden,
dass keine Kopplung zwischen der optischen Antwort auftritt.

4.4.2.2 Sensitivitdt von Nanopartikelfilmen auf Gitterstrukturen

Besonders interessant ist der Einsatz des kombinierten Sensors, DVD und Nanopartikelfilm, zum
Nachweis von Proteinadsorptionsprozessen. Beim Einsatz des Sensors unter Flissigkeit sind die
Peaks weniger scharf ausgepragt (Abb. 101). Infolge der Fibrinogen-Adsorption aus der Losung
wird eine Peakverschiebung von 14 nm + 1 nm beobachtet. Dies ist eine Steigerung um den Fak-
tor 3 im Vergleich zu Nanopartikelfiimen auf flachem Substrat. Es besteht die Méglichkeit durch
Felderhéhungseffekte eine Steigerung in der Sensitivitéat zu erreichen.

110



4.4 Sensitivitatssteigerung

1,6_ 7 T T T T T T T

" zeit[s]

1,44

1,24

1,04

0,8 1

Extinktion [O.D.]

0,6 4

0,44

024 ]
400 500 600 700 800 900 1000
Wellenlénge [nm]

Abb. 101: Extinktionsspektrum des kombinierten Sensors aus Nanopartikelfilm und DVD-Substrat unter
Flussigkeit. Der Sensor befindet sich in Kontakt mit der Proteinlésung. Dargestellt sind die Spektren mit
unterschiedlichen Reaktionszeiten (schwarze Kurve 0 s, blaue Kurve 1000 s, rote Kurve 1500 s und griine
Kurve 2000 s). Die Detektion erfolgte unter dem magischen Winkel des Nanopartikelfilmes.

4.4.2.3 Selbstorganisation auf hochgeordneten Templat-Oberflachen

Als Substrate wurden Glassubstrate mit geordneten Lochern eingesetzt. Die Selbstorganisation
von Nanopartikeln auf mikrostrukturierten Oberflachen wurde in Zusammenarbeit mit Herrn PD
Dr. A. Nesterov-Miller und F. Markle (KIT) untersucht. Diese Oberflachen bieten mehrere Vorteile
fur die Partikelanordnung. Die Lécher bieten Adsorptionsplatze definierter GroRe und Position.
Dies ermdglicht die Anzahl abgeschiedener Partikel zu steuern. Beispielsweise hangt die Anord-
nung von Polystyrol-Nanopartikel vom Verhéltnis des Partikeldurchmessers zum Lochdurchmes-
ser ab.

Selbstassemblierung von Partikel in der Gréenordnung des Lochdurchmessers

Es werden Nanopartikel mit einem Durchmesser von 6 um eingesetzt. Die Partikel- und Loch-
durchmesser liegen im gleichen GréRRenbereich. Dies erméglicht die Untersuchung des Einflusses
des GroRRenverhéltnisses auf die Verteilung der Nanopartikeln auf der Templat-Oberflache: Die
Partikel ordnen sich bei einer Partikelabscheidung aus einer wassrigen Suspension selbstorgani-
siert auf dem Substrat an (Abb. 102). Ist der Durchmesser von Partikeln kleiner oder gleich dem
Durchmesser der Locher, so adsorbieren die Nanopartikel bevorzugt in den Léchern (1., II. und
Ill.). Dort sind sie fester gebunden, weil ihre Wechselwirkungsflache mit dem Substrat grof? ist
und die Angriffsflache nach auf3en klein ist. Ist der Durchmesser der Partikel gré3er als der Loch-
durchmesser erfolgt die Partikeladsorption auf den Lochern. Dies wurde fur Lochdurchmesser mit
5 pum beobachtet (IV.). Im Fall von Léchern mit Durchmessern von 3 um erfolgt die Adsorption auf
dem Substrat zufallig (V.). Die Lécher werden nicht gezielt besetzt, weil die Nanopartikel nicht tief
in die Locher eindringen. Dies kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass die Nanopartikel zuerst auf
der Oberflache diffundieren und die anschlieRende Adsorption unter Maximierung der Kontaktfla-
che mit dem Substrat erfolgt.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Abb. 102: Selbstorganisation von Polystyrol-Nanopartikeln mit einem Durchmesser von 6 pm auf mit
100 nm Gold metallisierten Lochstrukturen mit unterschiedlichem Loch-Radius und Mittelpunktabstanden.

Selbstassemblierung von kleinen Partikeln

Zum Vergleich mit Sensoren, die aus homogenen Nanopartikelfilmen bestehen, wurden Silka-
Nanopartikel (Durchmesser 0.5 pm) mit Floating auf das Substrat Gbertragen und nasschemisch
metallisiert. Die Anordnung der Partikel auf der Lochstruktur erfolgt als dicht gepackte Monolage
(Abb. 103, A.) Beim Abwischen der Oberflache mit einem Tuch verbleiben die Nanopartikel in den
Lochern (B.). Die Abscheidung in den Lochern erfolgt bevorzugt am Rand, seltener werden L6-
cher komplett gefillt. Eine gezielte Anordnung der Partikel in den Léchern als geordnete Monola-
ge erhalt man durch Floating der Silika-Partikel auf Lochstrukturen, deren Locher mit Polystyrol-
Nanopartikeln gefullt sind (C.). Mit dieser Methode kdnnen gezielt Cluster von Partikeln erzeugt
werden.
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Abb. 103: A.: Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme von Lochstrukturen, die mit einem Silika-
Nanopartikelfilm bedeckt wurden. Der Partikelibertrag erfolgte mit Floating. B.: Oberflache aus A. nach
Abwischen der Partikel mit einem Tuch. C.: Der Partikelibertrag erfolgte mit Floating auf Lochstrukturen,
deren Lécher mit Polystyrol-Nanopartikeln besetzt sind. Die Polystyrol-Nanopartikel liegen unter den Silika-
Nanopartikeln. Die Probe wurde anschlieRend mit einem Tuch abgewischt. Der Durchmesser der Polystyrol-
Nanopartikel betréagt 6 um. Die Silika-Nanopartikel haben einen Durchmesser von 540 nm.
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4.4 Sensitivitatssteigerung

Extinktionseigenschaften

Im Folgenden wird der Einfluss der Templat-Strukturen auf die Extinktionseigenschaften von Na-
nopartikelfilmen untersucht. Es werden Nanopartikeln mit einem Durchmesser von 540 nm ver-
wendet (Abb. 103, A.).

Beobachtung in Reflexion

Das Extinktionsspektrum wird vor und nach der Abscheidung der Nanopartikel untersucht. Fir
Strukturen ohne Nanopartikel wird ein Peak zwischen 600 nm und 800 nm beobachtet. Zusatzlich
treten kleine Interferenzpeaks auf, die vermutlich auf Ruckseitenreflexionen zurtickzufiihren sind.
Dies wurde durch Transmissionsmessungen bestatigt (Abb. 104).
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Abb. 104: |.: Extinktionsspektrum von Lochstrukturen mit unterschiedlichem Durchmesser D und Lochab-
stand A ohne Nanopartikel. Stellvertretend fur Strukturen mit homogenem Nanopartikelfilm nach Abwischen
der Nanopartikel wurde die Struktur D = 10 um und A =4 um (rote Kurve) dargestellt. 1l.: Transmissions-
spektrum vor (schwarz) und nach (rot) der Adsorption von Fibrinogen auf der Struktur D =10 um und
A =4 pum. lll.: Extinktionsspektren der Lochstrukturen D =7 um und A =10 um vor der Partikeladsorption

(schwarze Kurve), nach der Nanopartikeladsorption ohne Abwischen (rote Kurve) (Abb. 103, A.) und des
nasschemisch metallisierten Nanopartikelfiims auf einem homogenen Goldfilm (blaue Kurve). 1V.: Extink-
tionsspektren der Lochstrukturen D = 3 um und A =7 um mit Nanopartikel ohne Abwischen vor (schwarz)
und nach (rot) der Proteinadsorption. Die Messung erfolgte in Luft. Der Lichteinfall ist entlang der Proben-
normalen. Als Referenz wurde fiir alle Spektren ein planarer Goldfilm der Dicke 100 nm verwendet.

Beobachtung in Transmission und Sensitivitat
Die Transmissionsspektren der reinen Mikrostrukturierten Glastrager werden bezuglich der Sensi-

tivitdt gegeniiber der Proteinadsorption untersucht. Die Verschiebung des Peaks bei 900 nm ist
um den Faktor 10 kleiner als die Anderung der Peakposition im Extinktionsspektrum der Kern-
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4 Ergebnisse und Diskussion

Schale-Nanopartikel. Eine Kombination der Templat-Struktur mit dem Nanopartikelfilm verspricht
eine hohere Sensitivitét.

Kombinierter Sensor aus dem Kern-Schale-Nanopartikelfilm und der Templat-Struktur

Die optische Antwort des kombinierten Sensors aus der metallisierten Nanopartikelmonolage und
dem Templat-Substrat (Abb. 103, A. und Abb. 104, l1Il.) zeigt mehrere Peaks. Der Peak bei gro-
Ben Wellenlangen ist asymmetrisch verbreitert. Die Extinktion ergibt sich additiv aus den Extinkti-
onsspektren der Lochstruktur und des Nanopartikelfiimes. Die Sensitivitat des kombinierten Sen-
sors, aus Templat und Nanopartikelfilm) ist im Vergleich zu Nanopartikelfimen auf einem flachen
Substrat um den Faktor 2 besser (Abb. 104, 1V.). Dies koénnte durch die erhéhte Oberflache zu-
stande kommen. Um den Beitrag der Nanopartikel, die in den Léchern adsorbiert wurden, zum
Signal zu untersuchen, wird die Oberflache mit einem Tuch abgewischt. Dadurch werden alle
Partikel entfernt, die nicht in den Vertiefungen sitzen (Abb. 103, B). Die Nanopatrtikel sind bevor-
zugt an den Randern der Vertiefungen abgelagert. Als Referenz fiir die Messung wird die Loch-
struktur ohne Nanopartikel eingesetzt. Das Extinktionsspektrum (Abb. 104, I.) zeigt keinen Peak.
Dies ist vermutlich auf die geringere Partikeldichte der am Rand sitzenden Partikel zurlickzuftih-
ren. Eine Besetzung der Lochmitte wird erreicht, indem die Locher zuvor mit groReren Nanoparti-
keln geflllt werden (Abb. 103, C.). Diese Strukturierungsmethode fiihrt zu einer kontrollierten
Ablagerung der Nanopartikel. Die Dichte der definierten lateralen Positionen der adsorbierten
Teilchen wird durch die Dichte der Lécher auf dem Substrat bestimmt.

Abschlielende Bemerkung und Ausblick

Unter Verwendung von strukturierten Oberflachen als Trager fur die Nanopartikelfilme konnte
gezeigt werden, dass sich die optische Antwort additiv aus den Extinktionen beider Komponenten
ergibt. Es besteht daher keine Koppelung. Der kombinierte Sensor fuhrt zu héheren Sensitivita-
ten. Dies konnte auf Feldverstarkungseffekte hindeuten. Ein grof3er Unsicherheitsfaktor bleibt die
tatsachlich adsorbierte Proteinmenge, da unterschiedliche Oberflachen vorliegen.

Das Verfahren ist besonders interessant zur Erzeugung hochdichter Arrays von Molekilen. Als
Ausgangsmaterial missten die Molekile in Partikeln synthetisiert werden. Denkbar ist auch die
Verwendung pordser Partikel, die mit der Substanz getrankt oder ummantelt werden. Nach der
Deponierung der Molekile kdnnen die Nanopartikel gelést oder geschmolzen werden und die
Molekdle ortsselektiv freisetzen. Dieses Verfahren wird bereits eingesetzt. Hierzu werden Amino-
saure-Tonerpartikeln fir die kombinatorische Synthese von Peptidarrays auf einen Chip abgela-
gert.[ze‘r’] Als Alternative Abscheidemdglichkeit kann die Partikelsuspension tber das Templat ge-
pumpt werden.

4.4.2.3 Untersuchung von Clustern

Bei dichter Packung der Partikel kann es zur Wechselwirkung von Oberflachenplasmonen in be-
nachbarten Partikeln kommen." Dies stért beim Auslesen dichter Peptidarrays. Zur Untersu-
chung plasmonischer Kopplungen und des Einflusses der Bedeckung auf die optischen Eigen-
schaften werden Nanopartikel mittels Mikrokontaktdruckens ortsselektiv in definierten Clustern
auf dem Substrat (Abb. 105) angeordnet. Eine alternative Methode stellt das selektive Abziehen
von Nanopartikeln mit einem Stempel dar.

TED o

Abb. 105: Abscheidung von Nanopartikel-Clustern
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4.4 Sensitivitatssteigerung

Mikrokontaktdrucken

Die Methode Mikrokontaktdrucken nutzt zur Funktionalisierung die schnelle Bildung von SAMs
beim Kontakt eines Polymerstempels mit der Trageroberflache. Es werden Linien und Kreisstem-
pel zum Ubertrag des Oktadekanthiols verwendet, anschlieRend werden die Zwischenraume pas-
siviert und kommerziell bezogene aminoterminierte Nanopartikel selektiv gebunden.

Qualitat der Strukturierung

Die Qualitat der hergestellten Oberflachen wird mit dem Rasterelektronenmikroskop und durch
Beugungsexperimente mit einem Laserpointer untersucht. Das Beugungsverhalten der Mikrokon-
taktgedruckten Linien entspricht einem Liniengitter, die entsprechende Probe mit Kreisen erzeugt
das Beugungsbild eines Kreuzgitters (Abb. 106). Die Besetzung der Stege mit Nanopartikeln er-
folgt zum Teil in Form von Multilagen. Die GroRe des strukturierten Bereichs betragt 1 mm?. Die
Problematik lag daran, dass die Dichte der Aminogruppen auf den Silika-Nanopartikeln unbe-
kannt war. Zur Detektion wurde der Winkelaufbau mit einem Glasfaserdurchmesser von 100 um
eingesetzt. Eine Aufnahme unter Lichteinfall entlang der Probennormalen war aufgrund des
Strahldurchmessers von 3 mm nicht moglich (siehe Kap. 3).

Abb. 106: Rasterelektronenmikroskop-Aufnahmen (SE2-Detektor) der mittels Mikrokontaktdruckens struk-
turierten Proben unter Verwendung eines (l.) Linienstempels und eines (11.) Kreisstempels. IIl. und 1V. sind
die entsprechenden Beugungsbilder, die man durch Projektion des von der Probe reflektierten Strahls eines
Laserpointers erhalt.

Umgedrehtes Mikrokontaktdrucken

Beim ,umgedrehten“ Mikrokontaktdruckverfahren werden auf der Oberflache adsorbierte Partikel
mit einem Stempel abgezogen. Ausgangspunkt ist die Ablagerung der Partikel im sogenannten
Floating-Schritt. Die Bindung erfolgt dabei elektrostatisch auf polymerbeschichtete Trager. Durch
Abziehen der Partikel mit einem Linienstempel, sind die Nanopartikel, die auf den Flachen ver-
bleiben, die nicht mit dem Stempel in Berlihrung kamen, in einer hexagonal dicht gepackten Mo-
nolage angeordnet (Abb. 107, rechts). Der strukturierte Bereich entspricht der Stempelgréile.
Letzteres Verfahren ist zu bevorzugen, weil bei diesem keine Aktivierung von funktionellen Grup-
penerforderlich ist. Die Adhé&sionskréafte zwischen den Nanopartikeln und dem Stempel sind gro-
Rer als die Krafte zwischen den Nanopartikeln und dem Substrat.

Bei der Aktivierung mit UV-Licht wird vermutlich die Bindung der Partikel zum Substrat ge-
schwécht, weil die Polymerschicht durch die Energie des Lichtes zerstort wird. Daher lassen sich
die Partikel leicht durch Kontakt mit dem Stempel abziehen. Die auf der Oberflache verbleibenden
Partikel sind gegeniiber dem Einsatz unter Flissigkeiten stabil.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Abb. 107: Rasterelektronenmikroskop-Aufnahmen (SE2-Detektor) der mittels ,umgedrehten® Mikrokon-
taktdruckens strukturierten Proben unter Verwendung eines Linienstempels.

Optische Eigenschaften

Im Extinktionsspektrum der Probe mit Linien wird ein breiter Peak beobachtet, dessen optische
Dichte gegenliber homogen beschichteten Proben deutlich erniedrigt ist (Abb. 108). Die Ursache
fur die niedrige Intensitat ist auf die geringere Oberflachenbedeckung der Probe zurtickzufiihren.
Der Bedeckungsgrades der Oberflache wird anhand der Rasterelektronenmikroskop-Aufnahmen
mit dem Programm Adobe Photoshop CS2 ausgewertet. Im Fall des homogenen Filmes ist 81%
der Oberflache bedeckt, die Mikrokontakt-gedruckte Oberflache weist eine Bedeckung von 35%
auf. Die geometrisch hergeleitete Maximalbedeckung betragt 91%. Die Bestimmung der Peakpo-
sition erfolgt durch Anpassung mit dem Programm Origin unter Verwendung des Voigt-Profils
nach dem Levenberg Marquardt Algorithmus. Die Peakposition ist unter einem Reflexionswinkel
von 30° gemessen zur Probennormalen im Bereich von 1,366 — 1,428 RIU wenig abhangig vom

Brechungsindex der Volumenphase. Die Sensitivitat gegenuber der Adsorption von Fibrinogen
betragt 30 + 1 nm.
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Abb. 108: Links: Extinktionsspektrum unter einem Reflexionswinkel von 30° zur Probennormalen der
mittels Mikrokontaktdruckens strukturierten Probe und deren Sensitivitat gegeniiber Brechungsindexéande-
rungen in der Umgebung nach nasschemischen Metallisierung. Rechts: Peakverschiebung infolge der

Proteinadsorption auf einer mittels Mikrokontaktdruckens strukturierten Probe mit Silika-Nanopartikeln auf
30 nm Gold auf Glas. Die Messung wurde im Medium Luft durchgefuhrt.

AbschlieRende Bemerkung

Nanopartikel-Cluster sind als optischer Sensor einsetzbar unter der Voraussetzung, dass das
Spektrum an der gleichen lateralen Position und mit einer identischen Probenorientierung vor und
nach dem Adsorptionsprozess gemessen wird. Allerdings muss die Extinktion vor dem Einsatz als
Peptidchip in weiteren Experimenten optimiert werden. Es ist zu prifen, ob durch Variation der
Clusterabmessungen ein scharferes Signal erreicht werden kann. Durch die Strukturierung wird
eine Kopplungen benachbarter Bindungsprozesse im Array-Format vermieden. Die Detektion
erfolgt dann mit der Methode SPR-Imaging.
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4.5 Optische Eigenschaften elektronenstrahllithographisch herge-
stellter Proben

In den folgenden Untersuchungen soll ein Modellsystem fur die Kern-Schale-Nanopartikel mit
elektronenstrahllithographisch hergestellten Strukturen entwickelt werden. Die Angabe (w/x/y-z)
bezeichnet eine Struktur mit Quadern der Breite w, Lange x und Hohe y. Der Kantenabstand be-
nachbarter Quader betrégt z. Diese Abmessungen sind jeweils in Nanometern angegeben.

Zuerst wird eine Teststruktur 300/300/300-300 angefertigt und die optischen Eigenschaften mit
den Nanopartikelfilmen verglichen. Die Strukturgréf3en der elektronenstrahllithographisch erzeug-
ten Oberflachen werden anschlielend systematisch variiert, um die Sensitivitdt der Substrate
gegentber Moleklladsorption zu optimieren. Eine wichtige Fragestellung ist dabei die Signalent-
stehung in den elektronenstrahllithographisch hergestellten Strukturen. Zur Untersuchung der
Bedeutung der Kontaktpunkte werden Strukturen mit und ohne Verbindungsstege hergestellt. Von
besonderem Interesse ist auch der Einfluss der Strukturhéhe und des Abstands der Nanostruktu-
ren. Dies ermdglicht die Beitrdge von Interferenzeffekten, plasmonischen Kopplungen zwischen
benachbarten Partikelplasmonen und propagierende Plasmonen in der oberen Metallschicht bzw.
dem Goldfilm auf dem Silizium-Substrat zu diskutieren. Durch die Kanten der erzeugten Struktu-
ren ist eine weitere Felderhéhung und Signalverstarkung zu erwarten.

4.5.1 Elektronenstrahllithographie als Alternative zu Selbstagregationsprozessen

Mittels Selbstaggregation von kolloidalen Nanopartikeln sind gro3e Flachen leicht und preisglins-
tig beschichtbar. Véllig geordnete Filme kénnen auf diese Weise jedoch nicht erreicht werden.
Eine Alternative stellen mittels Elektronenstrahllithographie hergestellte Sensoroberflachen dar,
die eine hohe Strukturreproduzierbarkeit besitzen. Zusatzliche kdnnen die Objektabmessungen
und -abstdnde unabhangig variiert werden. In Zusammenarbeit mit dem KNMF (Karlsruhe Nano
Micro Facility) am KIT wurden Nanoarrays rechteckiger Geometrie angefertigt. Es wurden Quader
mit unterschiedlichen Abmessungen (siehe Tabelle 8, Seite 55) mit und ohne Verbindungsstege
als modellhafte Annéherung an dichtgepackte und separierte Nanopartikel-Filme hergestellt. Die
strukturierten Bereiche sind 2,4 mm x 2,4 mm grof3.

4.5.2 Stabilitdt unter Flussigkeit

In einem ersten Experiment wird eine Teststruktur (300/300/300-300) bestehend aus PMMA-
Wirfeln hergestellt. Die Kantenlédnge der Wirfel betragt somit 300 nm. Benachbarte Wiirfel ste-
hen tber genauso lange und hohe aber nur 100 nm breite Stege in Verbindung. Als Substrat wird
Silizium verwendet. Silizium ist besonders gut fur Elektronenstrahllithographie geeignet, weil es
sich nicht aufladt. Die Struktur soll zum Einsatz unter Flissigkeiten geeignet sein. Bei optischen
Untersuchungen unter wassrigen Losungen traten jedoch partielle Zerstérungen der Struktur auf
(Abb. 109). Deshalb erfolgte die Herstellung einer zweiten Struktur unter Verwendung eines Haft-
vermittlers (5 nm Chrom). In verschiedenen Experimenten zeigte sich, dass hierdurch eine gute
Stabilitat bei Kontakt mit wassrigen Losungen erreicht wurde.

117



4 Ergebnisse und Diskussion

0.3 pm 0.3 pm .9 é

| —— —! \ o R
03“”‘[\; 10.10 B !Q !rk
’ 0.3 pm L, B, g}
plele) )

-y > < 3

N 5 By

1000 ym Si ’@@ N : ﬂ

e R .

§@OQ§, ‘

|
|

Abb. 109: Links: Schematische Darstellung der vom KNMF gefertigten Nanostruktur 300/300/300-300
ohne Chrom als Haftvermittler. Es handelt sich um Wirfel mit einer Kantenlange von 300 nm. Benachbarte
Waiirfel stehen tber 300 nm lange, 300 nm hohe und 100 nm breite Stege in Verbindung. Rechts: Raster-
elektronenmikroskop-Aufnahme der Nanostruktur (ohne Chrom als Haftvermittler). Aufgrund des Einsatzes
unter wassrigen Losungsmitteln wurde die Nanostrukturierung partiell zerstort.

4.5.3 Extinktionseigenschaften

Die Extinktionseigenschaften der Proben werden mit polychromatischem Licht im Wellenlangen-
bereich von 300 — 900 nm in Abhangigkeit vom Reflexionswinkel und vom Brechungsindex der
Umgebung des Sensors untersucht. Die Extinktionsspektren aller Strukturen zeigen Peaks im
sichtbaren Bereich, deren Lage von der Orientierung der Struktur, vom Einfallswinkel des Lichts
und vom Brechungsindex in der Probenumgebung abhéngig ist.

4.5.3.1 Abhangigkeit von der Probenorientierung

Das Extinktionsspektrum ist von der Orientierung der Probe abhéngig, wenn das Licht unter ei-
nem Winkel groRer als 0° zur Probennormalen einféllt. Die Orientierung der Probe relativ zum
einfallenden Licht bestimmt die Peakposition und Peakform. Es werden zwei Orientierungsrich-
tungen untersucht (Abb. 110). Ist die Probe so orientiert, dass das Licht entlang der Verbindungs-
stege einfallt, betragt die Gitterperiode 600 nm. Diese Orientierung wird mit ,Orientierung 1“ be-
zeichnet. Im Fall von ,Orientierung 2“ ist die Probe um 45° gedreht. Das Licht trifft dann auf die
Waiirfelecken. Im Extinktionsspektrum von beiden Orientierungen werden drei Peaks beobachtet.
Die Position von Peak 1 ist wenig abhangig von der Probenorientierung, es handelt sich dabei
vermutlich um den Absorptionspeak von PMMA. Die Resonanzwellenldngen von Peak 2 und 3
sind fur Orientierung 2 ins Blaue verschoben und die Peakform ist scharfer.

Beim Einsatz der Oberflachen als Sensor sind Peaks mit hohen optischen Dichten und geringer
Breite von Vorteil, weil sich die Anderung der Resonanzlage leicht auslesen lasst. Orientierung 2
ist daher zu bevorzugen. Die Anderung der Peakposition erfolgt aber nicht allein dadurch, dass
sich die Gitterperioden von Orientierung 1 und Orientierung 2 unterscheiden. Die Tatsache, dass
die Verschiebung im Fall von Orientierung 2 ins Blaue erfolgt, deutet bereits darauf hin, dass
durch die dielektrische PMMA-Schicht weitere Effekte als nur Beugung einen Beitrag zur opti-
schen Antwort leisten. Die Form des Gitters, insbesondere die Kanten, spielt eine groRe Rolle.

Karabchevsky et al.”! berechnete mit rigorosen Simulationen die Transmissionsspektren von Na-
noschlitzen in einem Silberfilm auf einem Glassubstrat. Er variierte sowohl die Héhe der Struktu-
ren zwischen 50 nm und 100 nm als auch die Gitterperiode zwischen 500 nm und 1000 nm. Fir
alle Strukturhéhen erfolgt allerdings mit zunehmender Gitterperiode eine Verschiebung der Reso-
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nanzwellenldnge ins Rote. Den Sachverhalt begriindete er ausgehend vom Gittervektor G, der
proportional zur Beugungsordnung m und zum Kehrwert der Gitterperiode A ist.
2mm Formel 60

A

Der zuséatzliche Wellenvektor erlaubt die Anregung von Plasmonen unter der Bedingung
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0 ist der Einfallswinkel, m ist die Beugungsordnung, n, ist der Realteil des Brechungsindexes des
Metalls. Auf der rechten Seite der Formel wird n, bzw. ng verwendet, wenn die Oberflachenplas-

monen an der Grenzflache zur Umgebung (ambient) bzw. zum Substrat betrachtet werden. Die
Resonanzwellenlange fiir den Lichteinfall entlang der Probennormalen ergibt sich zu®¥
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Abb. 110: Links: Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme der Nanostruktur 300/300/300-300 mit Verbin-

dungsstegen. Die Aufnahme erfolgte unter Verwendung des Inlens-Detektors. Die Probenorientierungen 1

und 2 sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Rechts: Extinktionsspektrum der Struktur. Die Detektion erfolgte

unter einem Reflexionswinkel von 30° zur Probennormalen. Das Spektrum fir die Probenorientierung 1 ist
schwarz und fir Probenorientierung 2 ist rot.

Abschlieende Bemerkung

Die elektronenstrahllithographisch hergestellten Strukturen verfligen Uber eine exzellente Repro-
duzierbarkeit und laterale Homogenitat. Die Probe ist zum markierungsfreien Nachweis von bio-
spezifischen Wechselwirkungen geeignet. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die Peakform
als auch die Peakposition durch eine gezielte Ausrichtung der Probe einstellbar sind. Die opti-
schen Eigenschaften werden von der Nanostrukturierung in Beobachtungsrichtung bestimmit.
Neben der Beugung am Gitter spielen die Kanten eine groRe Rolle. Dies lasst verstarkte Felder
und eine erhdhte Sensitivitat erwarten. Zur Klarung der Signalursache werden die Abmessungen
im Folgenden variiert.

4.5.3.2 Einfluss der Strukturhthe

Der Einfluss der Strukturh6he auf die Extinktionseigenschaften wird untersucht, indem die Héhe
der Quader um den Faktor 0,5 bzw. 2 skaliert wird (Abb. 111). Es werden Strukturen mit und oh-
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4 Ergebnisse und Diskussion

ne Verbindungsstege untersucht. Durch den Vergleich von Strukturen mit Stegen und Strukturen
ohne Stege (300/300/300 Struktur ohne Stege) sollten neue Erkenntnisse bezuglich der Auswir-
kung dielektrischer Kontaktpunkte auf die optische Antwort gewonnen werden.

Strukturen mit Verbindungsstegen

300/300/150 .-F» ".
= “. iy

T
@R nﬂ
el ‘ Oy ‘
ir
. 5
=L

Abb. 111: Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme der Nanostrukturen bestehend aus Quadern mit unter-
schiedlicher Hohe (150 nm, 300 nm, 600 nm), die Uber 300 nm lange Stege in Verbindung stehen. Der hori-
zontale Quaderquerschnitt ist ein Quadrat mit 300 nm Seitenlange.

Zuerst werden die Extinktionsspektren von Strukturen mit Stegen im Medium Luft mit Lichteinfall
parallel zur Probennormalen verglichen. Die Nanostrukturen bestehen aus Quadern mit unter-
schiedlicher Hohe (150 nm, 300 nm, 600 nm). Alle angefertigten Strukturen (Abb. 112, links) zei-
gen in Ubereinstimmung mit den numerischen Berechnungen (Abb 112, rechts) mehrere Reso-
nanzen. Die Berechnung erfolgt mit dem Programm RSOFT, indem die Maxwell-Gleichungen mit
periodischen Randbedingungen durch rigorose Beugungsanalyse (RCWA) gel6st werden.

Die Hohe der Struktur hat einen grof3en Einfluss. Fir eine Strukturhéhe von 150 nm wird ein brei-
ter Peak beobachtet. Mit zunehmender Quaderhdhe treten mehr Resonanzen auf, deren Extinkti-
onspeaks scharfer werden. Die Extinktionsmaxima von Strukturen mit 600 nm Héhe weisen
Schultern auf. Keine Schultern im Extinktionsspektrum treten fur eine H6he von 300 nm auf.

2.0

—— 300300300 - 150 mit Verbindungsstegen —— 300300150-300
—— 300300300 - 300 mit Verbindungsstegen —— 300300300-300
—— 300300300 - 600 mit Verbindungsstegen

0.6 —— 300300600-300

1.04 q

Extinktion [O.D.]
Berechnete Extinktion [O.D.]

0.5 9
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Abb. 112: Gemessene (links) und berechnete (rechts) optische Sensorantwort der Nanostrukturen beste-
hend aus Quadern mit wirfelférmigem horizontalen Querschnitt der Kantenlange 300 nm mit einer Hohe von
150 nm (schwarz), 300 nm (rot) und 600 nm (blau), die tber 300 nm lange Stege in Verbindung stehen.

Strukturen ohne Stege

Zum Vergleich werden die Spektren von Strukturen ohne Stege (Abb. 113) untersucht. Sich ent-
sprechende Strukturabmessungen sind in Abb. 112 und 113 mit gleichen Farben gekennzeichnet.
Die Extinktionseigenschaften von Strukturen mit und ohne Stege unterscheiden sich wenig be-
zuglich der spektralen Lage und der Linienform der Resonanzen. Die optischen Dichten sind un-
abhéangig davon, ob Verbindungsstege vorhanden sind. Die Beobachtungen zeigen, dass eventu-
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4.5 Optische Eigenschaften elektronenstrahllithographisch hergestellter Proben

elle propagierende Plasmonen, die sich Uber die Verbindungsstege ausbreiten, keinen Effekt auf
die Resonanzlagen im Spektrum haben. Der Hauptaspekt des Signals wird durch Interferenzen
getragen.

Im Vergleich zu PMMA-Filmen gleicher Dicke (Kap. 4.1.2) wird die optische Dichte der Spektren
durch die Nanostruktur deutlich erhéht. Dies ist ein Hinweis darauf, dass verstarkte Absorption fir
nanostrukturierte Oberflachen auftritt.

Kopplungseffekte zwischen benachbarten Nanopartikeln in Form von Partikelplasmonen und
propagierende Plasmonen im Goldfilm des Substrates kénnen dabei eine wichtige Rolle spielen.
Zur genaueren Untersuchung dieses Effektes wurde die Geometrie skaliert. Die Strukturabmes-
sungen wurden so gewahlt, dass sie in der GrélRenordnung des Durchmessers der bereits unter-
suchten Kern-Schale-Nanopartikelfilime liegen.

30

T T T
150/150/150 OS MM
— 150/150/300 OS MM
—— 300/300/150 OS MM H
300/300/300 OS MM
| ——300/300/600 OS MM
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Abb. 113: Links: Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme der 300/300/300-300 Struktur ohne Stege
Rechts: Extinktionsspektren dieser Struktur unter Variation der Quaderhdhe (150 nm (schwarz), 300 nm
(rot) und 600 nm (blau)) sowie die Spektren der um den Faktor 0,5 skalierten Struktur 150/150/150-150
(orange) und 150/150/300-150 (griin). Die Extinktionsspektren hdherer Strukturen weisen eine grol3ere
Anzahl an Peaks auf. Zusétzlich sind die Peaks scharfer. OS steht fir ,ohne Stege®, MM bedeutet ,mit
Metall“.

Abschlielende Bemerkung

Die Herstellungsmethode ermdglicht eine hohe Strukturflexibilitat zur Verbesserung der optischen
Eigenschaften. Theoretische Berechnungen des Extinktionsspektrums stimmen mit den experi-
mentellen Ergebnissen Uberein. Es besteht eine groRe Abhangigkeit des Signals von der Nano-
strukturhdhe. Die Tatsache, dass mit wachsender Quaderhéhe mehr Resonanzen beobachtet
werden, beweist den Beitrag von Interferenzeffekten. Die verstarkte Extinktion im Vergleich zu
planaren Filmen bei gleicher Metallisierungsdicke deutet auf zuséatzliche plasmonische Effekte
hin.

45.3.3 Skalierung der Geometrie

Zur Untersuchung des Einflusses plasmonischer Kopplungen werden Wrfel mit 150 nm Kanten-
lange ohne Verbindungsstege untersucht (150/150/150-150), d.h. die Struktur (300/300/300-300)
wird um den Faktor 2 herabskaliert. Fir kleinere Partikel erwartet man im Modell der Partikel-
plasmonen eine Verschiebung ins Blaue.

Im Extinktionsspektrum werden breite Peaks beobachtet (Abb. 114). Die Positionen der Peaks
sind bei ca. 550 nm und 670 nm. Vergleicht man die skalierten Strukturen 150/150/150-150 und
300/300/300-300 je ohne Stege kann die GrolRenabhangigkeit der optischen Effekte ermittelt
werden. Fur beide Skalierungen werden mehrere Peaks im sichtbaren Spektralbereich beobach-
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4 Ergebnisse und Diskussion

tet, deren spektrale Lage im Wellenlangenbereich unterhalb von 600 nm unabhéngig von den
Wirfelkantenlangen ist (Abb. 114). Nur die Position des Peaks auf der langwellenlangigen Seite
des Spektrums ist abhéngig von der Nanostrukturabmessung. Der fur die Struktur 300/300/300
beobachtete Peak bei 900 nm verschiebt sich fir die herunterskalierte 150/150/150 Struktur ins
Blaue zu 700 nm.

Diese Beobachtung stimmt mit den Ergebnissen fiir separierte kugelfdrmige Nanopartikel Gberein,
dort handelte es sich um einen Interferenzeffekt, da bereits im Extinktionsspektrum der nicht me-
tallisierten Partikel Peaks vorhanden waren.

—— 150/150/150, ohne Stege, mit Metall
254 —— 150/150/150, ohne Stege, ohne Metall
— 300/300/300, ohne Stege, mit Metall

2,0 1

g
X R
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el el ¥ %
051 I N /1
150/150/150 150/150/150  300/300/300
mit Metall ohne Metall mit Metall

0,0
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Abb. 114: Links: Vergleich der Extinktionsspektren von wirfelférmigen metallisierten Strukturen ohne
Verbindungssteg mit Metall fir die 300 nm Wirfelstruktur und mit und ohne Metall fir die 150 nm Wiirfel.
Rechts: Schematische Darstellung.

Einen wichtigen Hinweis auf die Signalursache liefert der Vergleich von metallisierten und nicht
metallisierten Proben (Abb. 114). Durch das Metall wird die Extinktion erhéht. Die stark ausge-
pragten Peaks um 600 nm entstehen in Folge der Metallisierung. Es handelt sich dabei nicht nur
um eine Zunahme im Absorptionsquerschnitt durch die zusétzliche Metallschicht sondern viel-
mehr um lokalisierte plasmonische Anregungen, die zur Signalverstarkung fuhren. Die Peakform
ist fur Strukturen mit 300 nm Abmessungen klar erkennbar. Fir Strukturen ohne Stege sind auf-
grund der Linienform grofRe Wrfelstrukturen zu bevorzugen.

Im Rahmen der Mie-Theorie kénnen Partikel, die kleiner als die Wellenlange des verwendeten
Lichtes sind als Dipol beschrieben werden. Der Peak bei langen Wellenldngen entspricht der
Dipolresonanz.[267] Im Modell der Plasmonenresonanz werden die Elektronen als freies Elektro-
nengas beschrieben, das durch den positiven Hintergrund eine Ricktreibende Kraft erfahrt. Die
Polarisation des dielektrischen Materials reduziert die riicktreibende Kraft. Fir gro3e Nanopartikel
ist die Resonanzenergie herabgesetzt und der Peak zu grol3en Wellenlangen verschoben.

Strukturen mit Stegen
Eine Skalierung der Struktur 300/300/300-300 mit Verbindungsstegen um den Faktor 0,5 bzw. 2

(Abb. 115) fuhrt zu klaren, scharfen Spektren fir die kleinste Strukturabmessung. Fir Seitenlan-
gen von 600 nm treten Peaks mit Schultern auf (Abb. 116, links).
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600/600/600

Abb. 115: Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme der Nanostrukturen bestehend aus mit Stegen in Verbin-
dung stehenden Wurfeln mit Variation der Dimensionen von 150 nm (links), 300 nm (Mitte) und 600 nm
(rechts).

Ohne Metall

Bereits die Extinktionsspektren der Strukturen ohne Metallisierung zeigen mehrere Resonanzen
im Spektrum (Abb. 116, rechts). Dies deutet erneut darauf hin, dass Interferenz zum Signal bei-
tragt. Die optische Dichte der nicht metallisierten Struktur 600/600/300-600 mit 2,5 O.D. ist am
hdchsten. Der Wert ist um den Faktor 5 héher als die optische Dichte des nicht metallisierten
PMMA-Films gleicher Hohe.

Fir diese Struktur ist nicht nur die Lange und Breite der Quader doppelt so grof3, wie die ur-
springliche Teststruktur, sondern auch der Abstand der Nanopartikel verdoppelt. Zusétzlich zur
GroRRe der Quader wurde also die Verbindungssteglange und damit Abstédnde benachbarter Na-
nopartikel geandert. Dadurch andert sich das Kopplungsverhalten der plasmonischen Anregun-
gen. Aus diesem Grund wird der Einfluss der Verbindungssteglange auf die Extinktion getrennt
untersucht.
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Abb. 116: Links: Extinktionsspektren skalierter metallisierter Nanostrukturen. Abhangigkeit der optischen
Sensorantwort der Nanostrukturen bestehend aus Wirfel, die mit Stegen in Verbindung stehen, von der
Dimension der Struktur von 150 nm (griin), 300 nm (blau) und 600 nm (schwarz). Rechts: Extinktions-
spektrum nicht metallisierter Nanostrukturen. Die Strukturen sind unterschiedlich skaliert. Zum Vergleich ist
das Extinktionsspektrum eines planaren nicht metallisierten Films der Hohe 300 nm dargestellt.

AbschlieRende Bemerkung

Durch die Untersuchung von Strukturen mit und ohne Verbindungsstege sowie durch die Skalie-
rung der Strukturgeometrie konnten wichtige Erkenntnisse gewonnen werden. Die Peakposition
ist unabhangig vom Vorhandensein von Verbindungsstegen. Die Peakposition kénnte daher von
Partikelplasmonen bestimmt werden. Durch Metallisierung isolierter Wiirfel mit einer Kantenlange
von 150 nm wurde das Signal bei 600 nm deutlich verstéarkt. Dies zeigt die Wichtigkeit von Parti-
kelplasmonen auf die Signalentstehung.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Die Extinktionsspektren gréRerer Strukturen zeigen allerdings bereits fur nicht metallisierte Nano-
partikel eine hohe optische Aktivitat. Das Verhalten beruht auf Interferenzen von gestreutem Licht
am Gitter. Zusatzlich wurde beobachtet, dass die Extinktionsspektren mit Stegen schéarfere Peaks
aufweisen. Dies konnte ein Effekt von propagierenden Plasmonen in der oberen Metallschicht
sein, die sich zwischen benachbarten Nanopartikeln ausbreiten. Im Folgenden wird zur Kl&rung
die Verbindungssteglénge variiert. Auch die Untersuchung der Strukturen mit polarisiertem Licht
kann Hinweise auf die Signalursache geben, dies wird in einem separaten Kapitel 4.5.3.8 behan-
delt.

45.3.4 Variation der Verbindungssteglange

Gegenstand der Untersuchungen ist der Einfluss der Verbindungsstegsteglange auf die optischen
Eigenschaften. Die Verbindungssteglange wird ausgebend von der 300/300/300-300 Struktur und
der halb so hohen 300/300/150 Struktur variiert. Die Steglangen betragen 150 nm, 300 nm,
600 nm und 900 nm (Abb. 117).

300/300/300-150 F ™ ]

Abb. 117: Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme der Nanostruktur bestehend aus Wurfeln mit der Kanten-
lange von 300 nm, die mit unterschiedlich langen Stegen verbunden sind. Die Steglange betragt 150 nm
(links), 600 nm (Mitte) und 900 nm (rechts).

Die Extinktionsspektren sind deutlich von der Verbindungssteglange abhangig. Die Extinktion von
Strukturen mit einer Steglange von 150 nm unterscheidet sich von der Extinktion des geschlosse-
nen PMMA-Films (Abb. 118, IV.) nur durch die Stérke der Peaks und minimal verschobene
Peakpositionen. Die Struktur zeigt das Interferenzverhalten des diinnen Films, wobei die Intensi-
tat durch plasmonische Effekte infolge der Nanopartikelabmessungen verstarkt wird. Die Extinkti-
on nimmt mit wachsender Stegléange ab, da die Oberflache eine geringere Dichte von Nanostruk-
turen aufweist. FlUr Stegldangen von 600 nm und 900 nm werden breite Peaks beobachtet
(Abb. 118, I. und 11.).

Die Verbreiterung von Peaks wurde auch fur isolierte Nanopartikelkugeln mit wachsendem Ab-
stand beobachtet. Hier liegt eine fest definierte Strukturgeometrie vor, es ist daher kein Effekt der
Polydispersitat. Breite Signale konnen auf eine erhéhte Dampfung hindeuten. Eine mdgliche Ur-
sache ist Streuung.

Messung unter Flissigkeit
Erfolgt die Messung unter Flissigkeit spaltet sich der breite Peak in drei Peaks auf (Abb. 118,
[11.). Durch die Erh6hung des Brechungsindexes in der Sensorumgebung werden die Randbedin-

gungen geédndert. Dies scheint fur die elektronenstrahllithographisch hergestellten Strukturen
einen gréReren Effekt zu haben als fur Nanopartikelfiime.
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Abb. 118: Abhangigkeit der Extinktionsspektren von der Verbindungssteglange fir die Nanostruktur
300/300/300 (I.) im Medium Luft und 300/300/150 im Medium Luft (Il.) und Wasser (lll.). Die Steglange
betragt 150 nm (schwarze Kurve), 300 nm (mangane Kurve), 600 nm (rote Kurve) und 900 nm (blaue
Kurve). Der Lichteinfall ist parallel zur Probennormalen. IV. Extinktionsspektrum eines mit 30 nm Gold
metallisierten PMMA-Films der Dicke 150 nm. Die schwarze Kurve wurde gemessen, die rote Kurve wurde
mit RSOFT berechnet. Die Berechnung und Messung stimmen bezlglich der Resonanzlagen iberein.

Abschlielende Bemerkung

Es wurde gezeigt, dass die Verbindungssteglange einen grof3en Einfluss auf die optischen Eigen-
schaften hat. Kirzere Stege filhren zu deutlicher ausgepragten Peaks. Auch im Fall von Kern-
Schale-Nanopartikelfilmen fuhren kleine Partikelabstdnde im Hinblick auf die Linienform, Intensi-
téat und Halbwertsbreite der Peaks, zu besseren Spektren fur sensorische Anwendungen. Die
hergestellten Strukturen sind ein gelungenes Modell fur Kern-Schale-Nanopartikelfilme. Fir sen-
sorische Anwendungen steht nattirlich die Eignung zur in situ Detektion und eine hohe Sensitivitat
gegeniiber Bindungsereignissen im Vordergrund.

45.3.5 Abhangigkeit vom Reflexionswinkel

Im Folgenden wird Abh&ngigkeit der Peakpositionen vom Reflexionswinkel und Brechungsindex
untersucht, um einen magischen Winkel zu ermitteln. AnschlieBend werden Sensitivitatstests
durchgefuhrt.

Die elektronenstrahllithographisch hergestellten Strukturen sind aufgrund der bisherigen Untersu-
chungen fur den Einsatz als Biosensor geeignet. Ein wichtiger Aspekt hierbei ist der magische
Winkel. Hierzu werden die optischen Eigenschaften sowohl winkelabhangig als auch in Abhan-
gigkeit vom Brechungsindex untersucht (Abb. 119).

Mit wachsendem Reflexionswinkel wird eine Verschiebung der Resonanzpeaks ins Blaue beo-
bachtet. Die Anderung der Resonanzwellenlange ist linear abhangig vom Reflexionswinkel und
betragt -0,34 + 0,46 nm/°. Im Vergleich zu Kern-Schale-Nanopartikeln ist die Abhangigkeit vom
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Reflexionswinkel um den Faktor 10 geringer. Der Bereich, in dem Absorption stattfindet, kann
durch die Einstellung des Winkels bestimmt werden. Anwendungen hierfir kdnnen optische Filter
sein, z. B. um die Fluoreszenz von Farbstoffmolekilen gezielt zu I6schen oder Signale aus einem
Gemisch von Fluorophoren zu selektieren, die bei unterschiedlichen Wellenlangen emittieren.
Anwendungen im Bereich der Sensorik kdnnen davon profitieren, dass die Position der Resonanz
Uber einen Bereich von 500 nm gezielt eingestellt werden kann. So kénnen mégliche Absorpti-
onsbanden von Stérkomponenten umgangen werden.
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Abb. 119: Links: Extinktionsspektren der 300/300/300-300 Nanostruktur mit 100 nm breiten Stegen unter

Variation des Reflexionswinkel von 30° bis 55° in 5°-Schritten zur Probennormalen fur Probenorientie-

rung 1. Rechts: Die Verschiebung des Peaks bei groRen Wellenlangen im Extinktionsspektrum in Abhan-

gigkeit vom Reflexionswinkel im Medium Luft.

45.3.6 Abhangigkeit vom Brechungsindex und Eignung zur in situ Detektion

Entscheidend ist der Einsatz der Sensoren unter Flussigkeit. Zum Test der Sensitivitat beziglich
der Volumenphase in der Sensorumgebung wurde die Oberflaiche mit Flussigkeiten von unter-
schiedlichem Brechungsindex bedeckt und das Extinktionsspektrum unter Lichteinfall entlang der
Probennormalen gemessen. Zur Variation des Brechungsindexes wurden Wasser und Glycerin-
Wasser-Gemische eingesetzt. Das Absorptionsmaximum verschiebt sich bei Untersuchungen der
nanostrukturierten Oberflachen unter Flissigkeiten linear mit dem Brechungsindex. Die Peakposi-
tion wurde in Abhangigkeit vom Brechungsindex aufgetragen und die Kurve linear angepasst
(Abb. 120, links). Die Proportionalitatskonstante gibt die Sensitivitdt gegeniiber von Bulkbre-
chungsindexanderungen an. Fiur die Nanostruktur 150/150/150-150 ohne Stege betragt die Sen-
sitivitat beziglich der Volumenphase 413 + 47 nm/RIU. Dies ist im Vergleich zu Oberflachen mit
Kern-Schale-Nanopartikeln eine Steigerung um den Faktor 4. Die Sensitivitat variiert in Abhan-
gigkeit von der Geometrie der Nanostruktur und dem Reflexionswinkel des Lichtes (Abb. 121).
Fur Strukturen mit quadratischem Querschnitt der Kantenlange 300 nm, die Verbindungsstege
haben, wird ein magischer Winkel gefunden, unter welchem die Anderung des Extinktionsspekt-
rums bei Variation des Brechungsindex der Flussigkeit Gber der Probe vernachlassigbar ist.
Strukturen ohne Stege haben keinen magischen Winkel. Es ist zu bemerken, dass der Peak fur
Luft leicht verschoben ist. Der magische Winkel gilt daher in einem kleineren Brechungsindexbe-
reich.
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Abb. 120: Links: Peakposition als Funktion des Brechungsindexes fiir die 150/150/150 Struktur ohne Ste-
ge mit Metall. Rechts: Extinktionsspektren unter dem magischen Winkel von Orientierung 1 der Nanostruk-
tur 300/300/300-300 mit Stegen.
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Abb. 121: Bulk-Sensitivitdt als Funktion des Reflexionswinkels fur Nanostrukturen mit wirfelfdrmigem
horizontalen Querschnitt der Kantenlange 300 nm mit (mS) und ohne Verbindungsstegen (0S) unter H6-
henvariation von 150 nm (rot bzw. hellblau), 300 nm (schwarz bzw. griin) und 600 nm (blau bzw. pink).

Abschlielende Bemerkung

Der magische Winkel ist eine entscheidende Voraussetzung fir den Einsatz der Substrate zur in
situ Detektion von Proteinadsorptionsprozessen. Durch den Adsorptionsprozess induzierte Ver-
schiebungen des Extinktionspeaks durfen nicht durch Signale Uberlagert werden, die durch Bre-
chungsindexanderungen der wassrigen Phase hervorgerufen werden. Strukturen ohne Stege
verflgen nicht Uber einen solchen Winkel. Aufgrund des linearen Zusammenhangs von Peakposi-
tion und Reflexionswinkel (Abb. 119) kann ausgeschlossen werden, dass der magische Winkel
fur diese Strukturen nur nicht getroffen wurde.

45.3.7 Messung und Modellierung der Sensitivitdt gegeniber Fibrinogen-
Adsorption

Zum Test der Eignung der Nanostrukturen als biosensorisches Element wurde die Bindung des
Modellproteins Fibrinogen an die Oberflache detektiert. Nach dem Trocknen der Proben wurden
die Extinktionsspektren an Luft gemessen. Durch Vergleich von Extinktionsspektren vor und nach
Proteinadsorption wurde die Sensitivitdt des Biosensors bestimmt (Abb. 123). Fur einen Reflexi-
onswinkel von 0° wurde die Verschiebung mit RSOFT berechnet (Abb. 122 und 123). Die berech-
neten Spektren stimmen hinsichtlich der Peak Position mit den Messungen Uberein.
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Einfallsebene  |11.

/ Schicht mitn = 1,38

30 nm Gold
300 nm PMMA
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Einheitszelle ——— |
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Abb. 122: Darstellung der verwendeten Geometrie zur Modellierung der Nanostruktur, Elementarzelle und
Einfallsebene. Die Ansicht ist in |. 3 dimensional, in Il. von der Seite und Ill. Sicht von oben.
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Abb. 123: Sensitivitatstest der Struktur 300/300/300-300 mit Stegen. Links: Verschiebung der Peaks durch
Proteinadsorption, beobachtet im Medium Luft unter einem Einfallswinkel von 0° zur Probennormalen.
Rechts: Berechnete Sensorantwort vor und nach Proteinadsorption fir die Struktur 300300300-300 mit
Verbindungsstegen. Die Berechnung erfolgte mit dem Programm RSOFT. Die Proteinschicht wurde als Film
modelliert mit einem nicht wellenlangenabhangigen Brechungsindex von 1,38 und einer Dicke von 30 nm.
Die Dicke wurde anhand von Ellipsometrie-Messungen auf planaren Oberflachen ermittelt.

Abweichung in der optischen Dichte kdnnen auf die Metallisierung der Strukturen zurtickgefihrt
werden. Zum einen wurde die Rauheit nicht in den Berechnungen beriicksichtigt, zum anderen
wurde angenommen, dass eine Metallisierung der Struktur nur auf der Oberflache erfolgt. Studien
an Nanoschlitzen gezeigt,”®® dass die Sensorantwort zu einem hohen MaRe von der Metallisie-
rung der Seitenwéande der Nanostruktur abhéngt. Bei den Anregungen handelt es sich um Fabry-
Perot-Moden innerhalb der Schlitze in den horizontalen Hohlrdumen. Zuséatzlich besteht eine Ab-
hangigkeit von der Neigung der Seitenwande. Eine kleine Neigung von wenigen Grad in den
Wanden der Schlitze verursacht bemerkbar Wellenldngenverschiebungen und Intensitatsvariatio-
nen in den Spektren.

Die Peakpositionen von Berechnung und Messung stimmen gut tbereinstimmen, das lasst auf
die hohe Qualitdt der KNMF-Proben schlieRen.

Abhangigkeit der Sensitivitat vom Reflexionswinkel

Die Untersuchungen im Medium Luft unter Variation des Reflexionswinkels und der Probenorien-
tierung zeigen, dass die detektierten Peak-Verschiebungen in der gleichen GréZenordnung wie
fur Kern-Schale-Nanopartikel liegen. Die Wahl des optimalen Winkels hangt vom Anwendungs-
zweck ab. Soll die Kinetik in situ beobachtet werden, muss der magische Winkel gewahlt werden.
Ist lediglich eine ex situ Detektion durch Vergleich der Spektren vor und nach der Proteinadsorp-
tion im gleichen Medium gewilnscht, kann der Winkel oder die Orientierung mit maximaler
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Verschiebung genutzt werden. Die Maximale Verschiebung wird im Fall der Struktur 300/300/300-
300 fur den 2. Peak bei 20° und Probenorientierung 1 bzw. fur den 3. Peak flir Probenorientierung
1 beobachtet (Abb. 124). Es liegt kein Winkel vor, unter dem die Verschiebungen aller Peaks im
Spektrum maximal werden.

. 25° Crienfierung 1 nach Fibrinogenadsorption = Orientierung 1 Verschiebung Peak 1[nm]
I B 257 Crienfierung 2 nach Fibrinogenadsorpticn " 10 Orientierung 2 VWerschiebung Peak 1 [nm]
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Abb. 124: |.: Verschiebung der Peaks durch Proteinadsorption fur die Struktur 300/300/300-300 mit Ste-
gen. Die Messung erfolgte im Medium Luft unter einem Einfallswinkel von 25° zur Probennormalen. Il., IIl.
und IV.: Dargestellt ist die Verschiebung des ersten (ll.), zweiten (l1l.) und dritten (IV.) Peaks durch Pro-
teinadsorption als Funktion des Winkels. Es wurden die Probenorientierungen 1 (schwarz) und 2 (rot) im
Medium Luft gemessen. Die Verschiebung ist wesentlich abhéngig von der gewéhlten Orientierung der
Probe und dem Detektionswinkel. Die Maximale Verschiebung wird fir den 2. Peak bei 20° und Probenori-
entierung 1 bzw. fur den 3. Peak fiir Probenorientierung 1 beobachtet.

Messung unter Flussigkeit

Zum Vergleich erfolgten Messungen unter Flissigkeit. Hierzu wurden die Extinktionsspektren vor
und nach der Adsorption von Fibrinogen im Medium Wasser verglichen. Es wurden Peakver-
schiebungen von mehr als 30 nm beobachtet (Abb. 125). Fur kugelférmige Kern-Schale-Partikel
war die Verschiebung unter Flissigkeit im Vergleich zu Luft deutlich erniedrigt. Die Sensitivitat
unter Flussigkeit konnte daher verbessert werden. Eine Messung unter dem Magischen Winkel
der elektronenstrahllithographisch hergestellten Struktur fur den mittleren Peak ergibt eine Ver-
schiebung von mehr als 5 nm.
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Abb. 125: Links: Verschiebung der Peaks durch Proteinadsorption fur die Struktur 150/150/300-300 mit
Stegen. Die Messung erfolgte im Medium Wasser unter Lichteinfall entlang der Probennormalen. Rechts:
In situ Detektion unter dem magischen Winkel. Ausgewertet wurde der mittlere Peak, der unter dem magi-
schen Winkel zu kleineren Wellenléngen als fur 0° verschoben wurde.

Abschliellende Bemerkung

Die Sensitivitdt hangt von mehreren Faktoren ab, nicht nur die Strukturabmessungen und Pro-
benorientierung sondern auch der Detektionswinkel beeinflussen die Verschiebung, die infolge
des Reflexionswinkels beobachtet wird. Hinzu kommt die Beobachtung, dass die elektronen-
strahllithographisch hergestellten Strukturen unter Wasser zum Teil sensitiver als an Luft sind. Ein
wichtiger Aspekt dieser Experimente ist die Suche nach hohen Wellenlangenverschiebungen
rund um den magischen Winkel, da dies eine hohe Empfindlichkeit gegeniiber Adsorption Pro-
zesse garantiert und storende Volumeneffekte unterdriickt. Neueste Untersuchungen zeigen,
dass die Empfindlichkeit gegenlber Protein-Adsorption auch kritisch vom Polarisationswinkel des
Lichtes abhangen kann (ohne Abb.). Durch die grol3e Anzahl an Parametern, die die beobachtete
Sensitivitat beeinflussen, sind theoretische Berechnungen unverzichtbar. Anhand eines verein-
fachten Ansatzes, indem der Proteinfilm als homogen betrachtet wurde mit einem Brechungsin-
dex von 1,38 RIU, konnten Verschiebungen im Medium Luft berechnet werden, die mit den
experimentellen Beobachtungen vereinbar sind.

45.3.8 Einfluss der Polarisation des Lichtes

Eine weitere Verbesserung des Signals kdnnte durch Verwendung von polarisiertem Licht beo-
bachtet werden. In diesem Teil der Arbeit werden die optischen Eigenschaften in Abhéngigkeit
von der Polarisierung des Lichtes untersucht. Dadurch kénnen weitere Erkenntnisse zur Sig-
nalentstehung und Sensitivitat gewonnen werden.

Kern-Schale-Nanopartikelfilme
Fur Nanopatrtikelfiime, die aus nasschemisch metallisierten dielektrischen Partikeln bestehen, ist
die Abhangigkeit von der Polarisationsrichtung vernachlassigbar (Abb. 126, I. und 1l.). Die

Schwankungen der Optischen Dichte betragen 0,02 O.D. (Abb. 126, Ill.) und sind vermutlich auf
den Polarisator zurtickzufiihren.
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Abb. 126: |I.: Darstellung der Abhangigkeit der Extinktionsspektren von der Polarisator-Einstellungen. Als

Probe wurden nasschemisch metallisierte Silika-Nanopartikel untersucht. Die dielektrischen Partikel sind auf
dem Substrat hexagonal dicht gepackt angeordnet. Das Substrat besteht aus einem Glasobjekttrager, der
mit 5 nm Titan und 100 nm Gold bedamptft ist. Il.. VergréRerter Ausschnitt des markierten Bereichs von I.
lll.:  Extinktion bei 750 nm in Abhangigkeit von der Polarisator Einstellung. Die Messungen erfolgen unter
einem Reflexionswinkel von 55,6°, dem Brewster-Winkel von Glas, zur Probennormalen im Medium Luft.

KNMF-Strukturen

Das Signal der KNMF-Strukturen kann unter Verwendung von polarisiertem Licht verbessert wer-
den. Es wurden Wirfelstrukturen mit 150 nm und 300 nm Abstanden mit Stegen betrachtet. Fir
geringere Abstande zwischen benachbarten Wirfeln (Abb. 127, 1.) ist s-polarisiertes Licht zu be-
vorzugen, fur doppelt so gro3e Abstande p-polarisiertes Licht (Abb. 128, links). Die optimale Pola-
risation ist dabei von der Nanostruktur abhangig Fur Strukturen ohne Stege ist die Abhangigkeit
gering (Abb. 127, Il). Fir PMMA-Filme besteht keine Abhangigkeit der Extinktion von der Polari-
sation des Lichtes (Abb. 128, rechts). Es kénnte sein, dass die Orientierung der Probe relativ zur
Polarisationsrichtung eine Rolle spielt. Deshalb wurden die Proben auf einem Rotationstisch be-
festigt und die Extinktionsspektren bei fester Polarisationsrichtung und fester Probenorientierung
(Orientierung 1) gespeichert.

14 300/300/300-150 mit Stegen 150/150/300-150 ohne Stege
| —— s-polarisiert I I . —— s-polarisiert
1,2 —— p-polarisiert 1,04 —— p-polarisiert
- nicht polarisiert —_ nicht polarisiert
o o
o} S
£ =
4 &
0,01+ T T T T T T T T T T T T T
400 500 600 700 800 900 1000 400 500 600 700 800 900 1000
Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]

Abb. 127: Darstellung der Abhéngigkeit der Extinktionsspektren der KNMF-Strukturen von der Polarisation
des Lichtes. Dargestellt sind die Extinktionsspektren der Strukturen I.  300/300/300-150 mit Stegen und II.
150/150/300-150 ohne Stege. Die schwarzen Kurven sind bei s-polarisiertem Licht aufgenommen, die roten
Kurven bei p-polarisiertem Licht und die blaue Kurve bei nicht polarisiertem Licht.
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Abb. 128: Polarisationsabhéngigkeit der Extinktionsspektren der Strukturen 300/300/300-300 (links) und
der doppelt so hohen Struktur 300/300/600-300 (rechts). Die Sensorantwort eines 200 nm dicken PMMA-
Films, der mit 30 nm Gold bedeckt ist wurde berechnet.

Effektive Filmdicke

P-polarisiertes Licht kann in zwei Komponenten aufgeteilt werden, parallel und senkrecht zur
Probenoberflache (Abb. 33). Die Komponente senkrecht zur Oberflache kann zu Interferenzeffek-
ten fihren. Die Sensorantwort der 300/300/300-300 Struktur beobachtet mit p-polarisiertem Licht
lieR sich durch eine effektive Filmdicke von 200 nm modelliert. Die Berechnung erfolgt mit
RSOFT. Dies bestétigt die Wichtigkeit von Interferenzeffekten. Der Feldvektor des s-polarisierten
Lichtes ist parallel zur Oberflache, daher kénnten durch s-polarisiertes Licht Partikelplasmonen
angeregt werden. Fir die 300/300/300-300 Struktur liegen aber fir s-polarisiertes Licht keine
Peaks vor. Fir die doppelt so hohe Struktur ist s-polarisiertes Licht glnstiger, das heil3t die Peaks
sind fur s-polarisiertes Licht besser ausgepragt (Abb. 128, rechts).

Abschliellende Bemerkung
Das Spektrum fiir nicht polarisiertes Licht ergibt sich aus der Uberlagerung von den Spektren von

s- und p-polarisiertem Licht. Die Linienform der KNMF-Strukturen kann unter Verwendung von
polarisiertem Licht verbessert werden.
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4.6.1 SPR-Imaging im Arrayformat

Eine wichtige Anwendung ist der Einsatz der Nanopartikelfilime als Peptidchip zur markierungs-
freien Detektion von biospezifischen Bindungsereignissen in hochdichten Peptidarrays. Als Na-
nopartikelfilm werden nasschemisch metallisierte Silika-Nanopartikel eingesetzt (Abb. 130). Poly-
styrol-Nanopartikel wirden zerstdrt werden durch die organischen Lésungsmittel, die fur den
Ubertrag von Peptidarrays auf die Oberflache bendotigt werden. Fiir die Aufnahmen wird der SPR-
Imaging-Aufbau nach Givenc™ eingesetzt.

Kontrast

Es werden Graustufenbilder von der Oberflache fur eine feste Wellenlange gespeichert. An-
schlieend wird die untersuchte Wellenlange in 5 nm Schritten erhéht und erneut ein Bild gespei-
chert. Der Bildkontrast &ndert sich an den Stellen, an denen Molekiile auf der Oberflache gebun-
den sind (Abb. 131). Die Ursache des Kontrastes ist die komplexe dielektrische Funktion. Diese
steht in direktem Zusammenhang zu den Brechungsindexunterschieden zwischen Probenpositio-
nen mit Peptid (Spot) und ohne Peptid (Hintergrund). Als Folge ergibt sich eine Anderung der
reflektierten Intensitat (Grauwert) am Ort des Adsorptionsprozesses. © 1m Folgenden wird ge-
zeigt, dass anhand dieser Anderung die Adsorbatmenge auf den Kern-Schale-Nanopartikelfiimen
quantifiziert werden kann.

Quantisierung der gebundenen Adsorbatmenge

Zur Quantisierung der gebundenen Adsorbatmenge ist zuerst eine Eichmessung nétig, die eine
Abschatzung der Schichtdicke bzw. Massendichte auf der Grundlage des Intensitatsunterschie-
des des Bildes erlaubt. Zu diesem Zweck werden Alkanthiol-SAMs mit unterschiedlicher Ketten-
lange flachig an die Nanopartikelfiime gebunden. Es werden Nanopartikelfilme ohne Adsorbat
sowie mit Butanthiol, Dodecanthiol und Octadecanthiol eingesetzt. Die drei Proben mit SAMs und
der Nanopartikelfiim ohne SAM (vierte Probe) werden nebeneinander auf dem Probenhalter posi-
tioniert und mit SPR-Imaging gemessen. Auf jeder Probe werden zwei lateralen Probenpositionen
zufallig gewahlt und die Intensitéten als Funktion der Wellenlange aufgetragen (Abb. 130, IV.).

Bei einer Wellenlange von 900 nm nimmt die detektierte Intensitéat mit wachsender Adsorbatdicke
zu. Die Quantisierung erfolgt durch Vergleich des Kontrastes im SPR-Imaging-Bild bei 900 hm mit
der Peakverschiebung dem Extinktionsspektrum gemessen unter Lichteinfall entlang der Proben-
normalen (Tabelle 14). Hierzu werden vor und nach der Alkanthioladsorption die Extinktionsspek-
tren unter Lichteinfall entlang der Probennormalen im Medium Luft gespeichert. Die Verschiebung
der Peakpositionen wird bestimmt.

Tabelle 14: Ubersicht iiber die Vorgehensweise zur Empfindlichkeitskalibrierung des SPR-Imaging-Aufbaus

Methode MessgroRRe Empfindlichkeitskalibrierung
UV-VIS-Aufbau Ffeakverschwbung im Extink- xpslol

tionsspektrum
Hier: SPR-Imaging Intensitat UV-VIS-Aufbau
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Abb. 129: Extinktionsspektren vor und nach der Adsorption von Alkanthiolen: I. Butanthiol, Il. Dode-

kanthiol Ill. Oktadekanthiol.

Die Intensitat des SPR-Imaging-Bildes bei 900 nm vergréert sich linear mit der wachsenden
Filmdicke. Die Filmdicke wird tber die Verschiebung der Peakposition im Extinktionsspektrum
ermittelt. Die Steigung der Ausgleichsgeraden im Plot der Intensitat als Funktion der Verschie-
bung der Resonanzwellenlange wird mit Origin angepasst (Abb. 130, V.). Die Intensitatsanderung
pro 1 nm Verschiebung betragt 0,011 + 0,001.

Der Eichwertfaktor zwischen Massenbelegung und Resonanzpositionséanderung wurde bereits in
einer friheren Arbeit aus dem Vergleich mit XPS-Daten gewonnen.[g] Demnach entspricht eine
Verschiebung um 1 nm einer Massendichte von 29 + 13 ng/cmz.
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Abb. 130: Oben: Schematische Darstellung der Referenz fur die Extinktionsaufnahmen (l.) sowie der
Probe vor (I.) und nach (lll.) der Adsorption des Alkanthiol-SAMs. Es werden Alkanthiole mit unterschiedli-
cher Kettenlange eingesetzt. Unten: [V.: SPR-Imaging-Spektren von Alkanthiolen mit unterschiedlicher
Kettenldnge an je zwei verschiedenen Probenpositionen. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm
HAUTE_CUISINE von Dr. J. Wagner. Die Integrationszeit betrug 2 s. Alle 5 nm wurde ein Bild gespeichert.
V.: Plot der Intensitat der SPR-Aufnahme bei 900 nm als Funktion der Peakverschiebung in den Extinkti-
onsspektren. Letztere wurden mit dem UV-VIS-Aufbau fir senkrechten Lichteinfall gemessen. Alle Mes-
sungen erfolgten in Medium Luft. Der Zusammenhang ist linear.
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Um die Leistungsfahigkeit des Biosensors zu untersuchen werden anschlieRend Peptide in einem
hoch-komplexen Arrayformat auf die Nanopartikelfiime tbertragen (fir Details siehe Kapitel 3.6)
und die SPR-Spektren ermittelt (Abb. 131). Der mittlere Intensitétsunterschied zwischen Spot und
Hintergrund bei 900 nm betragt 0,0201 + 0,0098. Es wurde Uber vier Spots gemittelt. Dies ent-
spricht einer Wellenlangenverschiebung von 2 nm. Der SPR-Imaging-Aufbau kann daher zur
Quantisierung von Adsorptionsprozessen im Arrayformat eingesetzt werden.

—— Spot
—— Hintergrund

0.8 -

Intensitét [a.u.]

0.7 -

0 750 800 850 900
Wellenlange [nm]

650 7

Abb. 131: Links: Beispiel einer SPR-Imaging Aufnahme des Peptidarrays (hier 700 nm). Rechts: SPR-
Imaging-Spektren von Peptidspot (schwarze Kurve) und Hintergrund (rote Kurve). Der Hintergrund ist der
Nanopartikelfilm ohne Peptid. Die Intensitat wird gemessen in Grauwerten. Aus der abgelesenen Intensi-
tatsdifferenz zwischen Spot und Hintergrund bei 900 nm kann die absorbierte Massendichte bestimmt wer-
den.

AbschlieRende Bemerkung und Ausblick

Es konnte gezeigt werden, dass anhand des Kontrastes der SPR-Imaging-Aufnahme bei 900 nm
Bindungsereignisse in Peptidarrays quantifiziert werden kénnen. Warum gerade bei dieser Wel-
lenlange ein linearer Zusammenhang zwischen gebundener Massendichte und Grauwerten be-
steht, konnte nicht geklart werden. Vermutlich liegt es daran, dass die Kern-Schale-Nanopartikel
bei dieser Wellenlange ein Maximum im Extinktionsspektrum haben (vergleiche Abb. 75).

Die Detektion von Bindungsprozessen ist moglich, da die Pixel des CCD-Detektors bei modernen
Geraten simultan ausgelesen werden. Hierzu misste bei einer Wellenldnge von 900 nm die In-
tensitat als Funktion der Reaktionszeit ermittelt werden. In naher Zukunft sollte dieses Experiment
durchgefiihrt werden.

4.6.2 Fluoreszenzmessungen mit Lokalisationsmikroskopie

Zur Untersuchung hoch-dichter Arrays ist eine hohe Ortsauflésung erforderlich. Eine Auflésung
bis auf das Einzel-Molekil-Niveau wird mit der Lokalisationsmikroskopie erreicht. Drei Aspekte
der Lokalisationsmikroskopie werden untersucht: es wird das Anwendungspotential der Lokalisa-
tionsmikroskopie als integriertes Verfahren zur Qualitatskontrolle, die Mdglichkeit zur Kalibration
von Fluoreszenzmikroskopen und der Einsatz im Hinblick auf die medizinische Diagnostik aufge-
zeigt.

Hierzu werden mit lithographischen Methoden, Elektronenstrahl-Lithographie und mizellarer
Blockcopolymer Nanolithographie Oberflachen strukturiert und nanoskalige Adsorptionsplatze fur
Alexa-Molekile geschaffen und diese ortsaufgeldst abgebildet. Die Bindung der Farbstoffe erfolgt
teils elektrostatisch teils kovalent durch nukleophile Substitution an feste amino-terminierte Tra-
ger.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.6.2.1 Kalibrationstest des Mikroskops

Zuerst erfolgt ein Kalibrationstest des SPDM-Mikroskops. Hierzu werden die elektronenstrahilli-
thographisch hergestellten Strukturen eingesetzt (Abb. 132). Es werden zwei Proben mit unter-
schiedlichen Abmessungen verwendet: die Struktur 600/600/600-600 mit 170 nm breiten Stegen
und die Struktur 300/300/300-300 mit 100 nm breiten Stegen. Die Kalibration erfolgt durch den
Vergleich der Abmessungen in den lokalisationsmikroskopischen Aufnahmen und den Raster-
elektronenmikroskop-Bildern.

PMMA h
/ :

:

L
0.015 Au |
0.005 ym Cr /

1000 uym Si

0 /

f <— Alexa 647
{ é «— Protein

«— Au-Nanopartikel
“— PMMA

Abb. 132: a) Schemazeichnung der elektronenstrahllithographisch hergestellten Struktur, b) vergréRertes
Bild von a). c) Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme der nasschemisch metallisierten mittels Elektronen-
strahllithographie hergestellten Wirfel mit der Kantenldngen 600 nm, die Uber genauso lange aber nur ein
Drittel so breite Stege in Verbindung stehen, d) vergréRertes Bild von c).

Das Lokalisationsbild wird aus einem Bilderstapel von 10 000 Einzelaufnahmen rekonstruiert. Zu
jeder Lokalisationsaufnahme wird eine Weitfeld-Aufnahme abgespeichert (Abb. 133, links). Die
100fache VergréRerung der Probe durch das Olimmersion-Objektiv verdeutlicht anhand der Weit-
feldaufnahme die hohe Qualitat der Strukturierung. Die Strukturlange pro Einzelstruktur von
600 nm wird korrekt abgebildet. Eine Alternative zum Ausmessen der Strukturlangen im Weitfeld-
bild bietet die Intensitatsverteilung des Weitfeldbildes entlang der x-Koordinate des Bildes. Die
Intensitat des Laserstrahls ist gaul3verteilt mit einer Halbwertsbreite von (8,58 £ 0,29) um und
zeigt Modulationen. Die Modulation der Intensitat wird durch die Streuung des Lichtes am be-
trachteten Objekt bewirkt. Der Abstand benachbarter Maxima entspricht dem Abstand benachbar-
ter Stegmittelpunkte (1,2 um) (Abb. 133, rechts).
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Abb. 133: Links: Dargestellt ist die Weitfeldaufnahme der elektronenstrahllithographisch hergestellten
Struktur. Der weild umrandete Bereich ist in Abb. 134 dargestellt. Sieben Strukturlangen, gemessen in drei
verschiedenen lateralen Bildbereichen ergaben im Mittel (65,80 + 0,74) Pixel, das entspricht
600,20 + 5,66 nm pro Einzelstruktur. Rechts: Intensitatsverteilung des Weitfeldbildes entlang der x-
Koordinate. Die Modulation der Intensitét entspricht dem Abstand benachbarter Stegmittelpunkte (1,2 um).

Die Auflésung des Weitfeldbildes genligt nicht um die Breite der Verbindungsstege aufzulésen
(Abb. 133). Die Lokalisationsaufnahmen (Abb. 134, a) und b)) sind nicht beugungslimitiert. Sie
ermdglichen eine Lokalisation der Fluorophore mit einer mittleren Lokalisationsgenauigkeit von
6 nm. Die Auswertegenauigkeit folgt einer gau3férmigen Verteilung (Abb. 134, c)). Dies ist nach
dem zentralen Grenzwertsatz zu erwarten, da eine grof3e Anzahl von unabh&ngigen Ereignissen
vorliegt. Die Auswertung der Lokalisationsaufnahmen erfordert einen korrekten Schwellwert, der
Signale durch gebundene Farbstoffmolekiile vom Rauschen trennt. Hierzu wird die Anzahl der
Fluoreszenzereignisse anhand der ersten 20 Einzelaufnahmen gezéahlt und die Gesamtanzahl der
Fluoreszenzereignisse abgeschatzt. Die korrekte Dichte an Ereignissen erhalt man mithilfe des
Schwellwertes 4. Allerdings werden nur wenige Blinkereignisse detektiert. Diese zeichnen sich
durch eine hohe Photonenzahl von (4,2 + 0,3)*103 aus. Deshalb koénnen die Intensitatsverteilun-
gen der Ereignisse mit grol3er Genauigkeit angepasst werden.

Anzahl

0246810121416
Lokalisationsgenauigkeit [nm]

Abb. 134: Dargestellt ist a) die Lokalisationsaufnahme, b) die Uberlagerung aus Weitfeld- (griin) und Loka-
lisationsaufnahme (orange) der mit Alexa 647 markierten elektronenstrahllithographisch hergestellten Struk-
turen und c) der vergréRerte Bildausschnitt. Als Einbettmedium wurde ProLong®Gold verwendet. Die Integ-
rationszeit betrug 227 ms. Es wurde ein Bildstapel aus 10000 Einzelaufnahmen gemessen. Die maximale
Intensitat von 212 mW wurde mit Filter 5 abgeschwacht. Die Auswertung erfolgte mit Schwellwert 4. d) His-
togramm der Lokalisationsgenauigkeit aller Ereignisse.

Der Grund fir die geringe Dichte an detektierbaren Fluorophoren ist der helle Hintergrund. Bei
jeder Einzelaufnahme ist das Gitter analog zur Weitfeldaufnahme zu sehen und verursacht den
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4 Ergebnisse und Diskussion

hellen Hintergrund. Das Gitter bietet allerdings auch einen Vorteil, da im Fall von Drift, die Ver-
schiebung der Einzelaufnahmen gegeneinander korrigiert werden kann. Fur die Messung der
Probe trat eine deutliche Drift auf, die automatisch’ anhand des Gitters der Weitfeldaufnahme

korrigiert werden kann. Diese Methode ermdglicht das Erstellen einer neuen Orte-Matrix, in der
die driftkorrigierten Intensitatsinformationen enthalten sind. Nach der Driftkorrektur kann die Git-
terstruktur anhand der Fluoreszenzaufnahmen rekonstruiert werden (Abb. 135, I1.).

Abb. 135: Darstellung der detektierten Fluoreszenzereignisse vor (I.) und nach (Il.) automatischer Driftkor-
rektur. lll. und IV. sind vergrof3erte Ausschnitte, je markiert mit einer roten bzw. blauen Box, aus I. Die Bilder
V. und VI. sind entsprechende Vergrof3erungen aus Il

Wahlt man zu Demonstrationszwecken den Schwellwert bewusst zu niedrig, so fuhrt z.B. eine
Halbierung des Schwellwertes auf 2 zur Detektion photonenschwacher Ereignisse, die sich zwi-
schen benachbarten Wiurfeln befinden (Abb. 136, Tabelle 15). Diese kénnen durch Rauschen
oder dort gebundene, 600 nm tiefer liegende, Farbstoffmolekiile ausgelést werden.

Tabelle 15: Vergleich der Ergebnisse der Auswertung mit Schwellwert 2 und 4

Schwellwert 2 4
Mittlere Lokalisationsgenauigkeit [nm] 11,83 5,51
Mittlere Anzahl detektierter Photonen pro Ereignis (2,70 + 0,21)x10° (4,39 + 0,32)x10°

Zur Uberprifung wird mithilfe eines Piezoelementes die Fokusebene des Laserstrahls um 600 nm
nach oben und unten verschoben. In beiden Ebenen kdnnen keine Blinkevents detektiert werden.
Das heif3t nur die Fluorophore auf der Struktur blinken und Signale zwischen den Stegen sind

% Das Programm wurde in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Dr. C. Cremer von Martin Hag-
mann geschrieben.
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4.6 Anwendungen

Rauschen. Die mittlere Lokalisationsgenauigkeit unterscheidet sich um den Faktor 2, weil sich die
Anzahl der Photonen pro detektiertem Ereignis stark auf die Lokalisationsgenauigkeit auswirkt
(Formel 34).

Die Auswertung der Lokalisationsdaten mit Schwellwert 2 fuhrt zu einer breiten Verteilung der
Lokalisationsgenauigkeit (Abb. 136). Alle Signale mit hoherer Lokalisationsgenauigkeit als 10 nm
kénnen auf Rauschen zurtickgefiihrt werden, aufgrund ihrer geringeren Photonenanzahl pro Er-
eignis. Der Schwellwert von 4 war daher korrekt.

600

500

400

300 +

Haufigkeit
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100

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Lokalisationsgenauigkeit [nm]

Abb.136: Links: Weitfeld- (griin) und Lokalisationsaufnahme (rot) der mit Alexa 647 markierten elektro-
nenstrahllithographisch hergestellten Strukturen. Fir die Auswertung wurde der Schwellwert 2 gewahlt.
Rechts: Histogramm der Lokalisationsgenauigkeit der einzelnen Fluoreszenzereignisse.

Skalierte Struktur

Mit einer zweiten Struktur, deren Abmessungen um den Faktor zwei kleiner sind (Abb. 137, 1),
wird analog verfahren. Die beobachtete Drift war bei dieser Messung vernachlassigbar klein. Das
Ausmal’ der Drift ist vom Messtag abhangig. Zur Vermeidung von Verschiebungen durch Tempe-
raturbedingte Langenausdehnungen der Mikroskopbestandteile, ist es von Vorteil nicht zu Beginn
des Labortages und nicht bei zu hohen Raumtemperaturen zu messen. Zur Uberprifung der Ka-
libration werden die Strukturmalf3e, die anhand der Rasterelektronenmikroskopaufnahme ermittelt
werden, mit den Abmessungen in den Fluoreszenzaufnahmen verglichen. Die Quader sind
600 nm hoch und 276 + 7 nm breit und lang. Die Verbindungsstege sind genauso hoch aber nur
94 + 5 nm breit. Als Gitterkonstante sei die Lange der Verbindungsstege plus die Breite der Qua-
der definiert. Die Breite und Lange wird aus der Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme mit
615+ 7 nm abgelesen. Anhand der Weitfeldaufnahme (Abb. 137, 1l.) kann die Gitterperiode in
Ubereinstimmung mit der Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme (Abb. 137, I.) zu 600 + 30 nm
bestimmt werden.
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Abb. 137: |. REM-Aufnahme der um den Faktor 2 herabskalierten Struktur Il. Weitfeld-Aufnahme und III.
Lokalisations-Aufnahme der um den Faktor 2 herabskalierten Struktur. Die mit roten und blauen Kasten
markierten Bereiche sind in IV. und V. vergréRert.

Eine genauere Analyse von StrukturgroRe und Gitterkonstante ist durch die Intensitatsverteilung
der Aufnahmen entlang der x-Koordinate von Weitfeld- und Lokalisationsaufnahme mdéglich
(Abb. 138). Diese wird durch Summieren der Fluoreszenzereignisse als Funktion der x-
Koordinate ermittelt und besteht aus mehreren Peaks, die den Quadern entsprechen. Die Halb-
wertsbreite der gauf3férmigen Anpassung der Maxima erfolgt mit Origin nach dem Levenberg-
Marquardt-Algorithmus und ergibt eine obere Grenze fur die StrukturgroRe. Der Peak-zu-Peak-
Abstand entspricht dem Mittenabstand benachbarter Quader. Die Abmessungen, die sich aus der
Lokalisationsaufnahme ergeben, liegen ndher an den elektronenstrahimikroskopisch bestimmten
Werten als die entsprechenden Werte aus der Weitfeldaufnahme. Letztere sind beugungsbe-
grenzt.
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Abb. 138: Dargestellt ist die normierte Intensitatsverteilung der Weitfeld- (I.) und Lokalisationsaufnahme (Il.)
als Funktion der x-Koordinate. Die Intensitatswerte der einzelnen Pixel wurden hierzu fiir festgehaltene x-
Koordinate der Bilder summiert. Die Halbwertsbreite der Modulation der Intensitat aus der Lokalisationsauf-
nahme von (217 = 29 nm) ist kleiner als der entsprechende Wert aus den Weitfeldaufnahmen (401+ 84 nm).
Der Peak-zu-Peak-Abstand im Intensitatsplot I. der Weitfeldaufnahme ist 590,0 + 9,4 nm und im Intensitéats-
plot II. der Lokalisationsaufnahme ergeben sich 603,3 + 9,8 nm.

Es ist interessant, dass die meisten Signale auf der Struktur-Oberflache liegen. Der Kontrast in
den Lokalisationsaufnahmen kommt dadurch zustande, dass im Raum zwischen den Nanostruk-
turen keine oder wenige fluoreszierende Signale detektiert werden, deren Intensitat im Bereich
des Photonenrauschens liegt. Fur diese ungleichméRige Verteilung gibt es mehrere Erklarungs-
mdglichkeiten. Einen wichtigen Hinweis kdnnte die inhomogene Verteilung der nasschemisch bei
einer Inkubation von 48 Stunden abgeschiedenen Nanopartikel liefern (Abb. 139).

pd

Abb. 139: Vergleich der Dichteverteilung der Goldnanopartikel auf den Verbindungsstegen der Struktur
(links), dem Zentrum der Wirfel (Mitte) und der Substratoberflache zwischen den Quadern (rechts). Alle
REM-Bilder sind VergrdlRerungen der Abb. 132 (d).

Bedingt durch die Tiefe der Struktur bei einem Wasserkontaktwinkel von mehr als 100° ist die
Anzahl der Nanopartikel pro Flache auf dem Substrat reduziert. Hinzu kommt das Adsorptions-
verhalten der Proteine auf der Nanostruktur. Theoretische Berechnungen[m] zeigten eine erhdhte
Adsorptionswahrscheinlichkeit an topographischen Ecken. Grundannahme hierfir ist die Betrach-
tung der Protein-Protein-Wechselwirkungen im Rahmen der DLVO-Theorie™ und die numeri-
sche Beschreibung der Protein-Nanostruktur-Wechselwirkung nach der Poisson-Boltzmann-
Gleichung.*™

Eine zweite Erklarungsmdglichkeit kénnte die kurze Inkubationszeit der Farbstofflésung von we-
nigen Sekunden sein. Die Diffusion kdnnte nicht ausreichen um die tieferliegende Flache zu er-
reichen.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Ein dritter Einflussfaktor sind die Goldnanopartikel. Molektle zwischen den Quadern befinden
sich direkt auf dem vergoldeten Substrat und in der Umgebung der Goldnanopartikel, die an den
Seitenwanden der Struktur abgeschieden wurden. Die Fluoreszenz kdnnte daher durch plasmo-
nische Anregungen absorbiert werden, die im Spektralbereich der Fluoreszenzemission liegen.

Abschlielende Bemerkung und Ausblick

Anhand einer elektronenstrahllithographisch hergestellten sehr regelmafligen Nanostruktur, die
mit Alexa 647-Farbstoffen markiert wurde, konnte die absolute raumliche Kalibrierung des SPDM-
Mikroskops Uberprift werden. Die Position der Farbstoffe auf nanostrukturierten Oberflachen
wurde durchschnittlich auf 6 nm mit Lokalisationsmikroskopie bestimmt. Die Ergebnisse werden
auf dem Gebiet der Produktkontrolle fir industrielle Anwendungen und im Bereich von Langzeit-
Fluoreszenzmessungen wichtig sein.

In weiteren Messungen konnte die Methode dahingehend untersucht werden, ob sie die Benetz-
barkeit der Oberflache aufzeigen kann. Dies gewinnt in Anlehnung an den im Pflanzenreich beo-
bachteten Lotuseffekt zunehmend an Bedeutung im Bereich biomedizinischer Anwendungen,
Okologischer Aspekte, Stromungsphénomene in Luft oder Wasser und selbstreinigender Oberfla-
chen.

4.6.2.2 Kern-Schale-Nanopartikel-Monolage

In dieser Arbeit soll die Lokalisationsmikroskopie zum Nachweis von Bindungsereignissen zwi-
schen Peptiden und Antikdrpern eingesetzt werden. In den bisherigen Messungen wurde aber
eine geringe Signaldichte auf den Strukturen beobachtet, weshalb eine lange Messzeit erforder-
lich war. Ein wichtiger Aspekt, der die Dichte an Signalen beeinflusst, ist die Markierungsdichte.

Durch die hohe Sensitivitdt der Extinktionsspektren von hexagonal dicht angeordneten Kern-
Schale-Nanopartikeln, bestehend aus dielektrischem Kern und metallischer Hiuille, ist eine Kon-
trolle der adsorbierten Farbstoffmenge anhand des Extinktionsspektrums mdoglich (Abb. 140). Die
Resonanzlagen der Peaks verschieben sich im Rahmen der Messgenauigkeit nicht, das heil3t nur
eine geringe Menge an Farbstoff wurde gebunden. Die Oberflache wird mit Lokalisationsmessung
untersucht. Die Weitfeldaufnahme zeigt einen sehr hellen homogenen Hintergrund (Abb. 140),
der in jeder Einzelaufnahme des gemessenen Stapels vorliegt. Dieses wird vermutlich durch die
Streuung der Silika-Nanopartikel verursacht.
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Abb.140: Links: Weitfeld-Aufnahme der mit Alexa647-Molekilen markierten Kern-Schale-Nanopartikel.
Rechts: Extinktionsspektrum vor (schwarze Kurve) und nach (rote Kurve) der Adsorptionvon Alexa647-
Molekulen.

142



4.6 Anwendungen

AbschlieRende Bemerkung

Die Lokalisationsmessungen von Farbstoffmolekilen auf Kern-Schale-Nanopartikelfiimen zeigen,
dass die Oberflachen ein starkes Hintergrundsignal in den Fluoreszenzaufnahmen verursachen.
Aufgrund der Streuung des Laserlichtes an den Silika-Nanopartikeln (Durchmesser 500 nm) sind
Kern-Schale-Nanopartikel nicht als Proben fiir hochauflosende Fluoreszenzmikroskopie geeignet.

Goldnanopartikel auf planaren Glastragern

Um das Hintergrundsignal zu verbessern, werden Goldnanopartikel mit einer zufalligen Ordnung
auf Glas adsorbiert. Die Abstande von bis zu 200 nm werden durch zuféllige Adsorption von
Gold-Nanopartikeln erreicht. In einem anschlieRenden Plating-Schritt von 10 s wachsen die Parti-
kel auf ca. 65 nm an (Abb. 141, links). Dies bot eine Bindungsflache fir mehrere Alexamolekiile.
Die Partikelzwischenrdaume werden mit PLL-g-PEG passiviert.

PLL-g-PEG tragt nicht zum Hintergrundsignal bei, wodurch ein gutes Signal zu Rausch-Verhaltnis
erhalten wird. Im Lokalisationsbild (Abb. 141, rechts) sind die Positionen benachbarter Fluores-
zenzereignisse getrennt erkennbar, in der Weitfeldaufnahme kann aufgrund der Beugung des
Lichtes nicht die Position der Molekile ermittelt werden. In den Partikelzwischenrdumen findet
keine unspezifische Adsorption statt. Im Mittel aus drei Aufnahmen kdnnen die Fluoreszenzereig-
nisse auf 24 +2nm (Abb. 143) lokalisiert werden. Pro Signal wird eine Photonenzahl von
7739 + 182 detektiert.

4

Abb. 141: Links: REM-Aufnahme der Oberflache mit zufallig angeordneten Goldnanopartikeln nach 10 s
Plating. Rechts: Weitfeld-Bild (griin) Uberlagert mit der Lokalisationsaufnahme (rot) der mit Alexa 647 mar-
kierten Strukturen. Als Einbettmedium wurde ProLong®Gold verwendet. Die Messung erfolgt bei einer La-
serleistung von 60 mW und Integrationszeit von 100 ms. Es werden 500 Einzelaufnahmen gespeichert.

Aus dem Blinkverhalten (Abb. 142), das heif3t der Fluoreszenzemission als Funktion der Zeit fur
eine feste x-, y-, z- Position, erkennt man, dass entweder ein Molekdl detektiert wird, dessen Flu-
oreszenz mehrfach angeht und erlischt, oder mehrere Molekiile detektiert werden, die in kurzer
zeitlicher Folge nacheinander aufleuchten. Die Verdinnung der Farbstofflésung und Reaktions-
zeit ermdglichten die Beobachtung der Blinkereignisse. Gleichzeitig aufleuchtende Molekule kdn-
nen beugungsbegrenzt nur ungenau lokalisiert werden.
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Abb. 142: Dargestellt ist die Fluoreszenzemission als Funktion der Zeit fir eine feste x-, y-, z- Position. Es
werden 1000 Bilder mit einer Integrationszeit von 100 ms aufgenommen. Es handelt sich um ein Molekl
oder wenige Molekile. (Frame = Anzahl der Einzelaufnahmen). Die rot markierten Peaks entsprechen den
vom Auswertungsprogramm erkannten Fluoreszenzereignissen.

Die Haufigkeitsverteilung der Lokalisationsgenauigkeiten entspricht keiner idealen Gaul3vertei-
lung, weil nur endlich viele Messungen gemacht wurden.
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Abb. 143: Das Histogramm zeigt die Lokalisationsgenauigkeit fiir fluoreszierende Ereignisse. Die mittlere
Lokalisationsgenauigkeit betragt 23,8 nm. Die mittlere Anzahl an Photonen ist 7739 + 182 pro Ereignis.

AbschlieRende Bemerkung
Das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis konnte deutlich verbessert werden, indem die Farbstoffmolek-
le Uber Thiole an Goldnanopartikeln auf Glastrdgern gebunden wurden. Anhand des zeitlichen

Emissionsverhaltens der Fluorophore konnte gefolgert werden, dass es sich um wenige gebun-
dene Molekiile pro Goldnanopartikel handelt.

4.6.2.3 Untersuchung des Fluoreszenzverhaltens der Goldnanopartikel
Um auszuschlieRen, dass die Fluoreszenz von den Goldnanopartikeln kommt, werden Goldnano-
partikel in Suspension untersucht. Die Messung der Fluoreszenz erfolgt mit einem Cary Eclipse

Fluoreszenz Spektrophotometer in wassriger Losung ohne Farbstoffmolekile (Abb. 144). Die
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Emission von Tetrachlorgoldséure und der Seeding-Loésung liegt bei Wellenlangen unterhalb von
500 nm. Dies beeinflusst die Ergebnisse der Lokalisationsmessung nicht, weil Stérsignale durch
den verwendeten FluoreszenZzfilter ausgeschlossen werden.
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Abb. 144: Dargestellt ist das Emissionsverhalten von Tetrachlorgoldsédure (schwarz) und der Seeding-
Loésung (rot). Die Fluoreszenzmessung erfolgte in der Gruppe von Prof. Dr. Dirk-Peter Herten mit dem Cary
Eclipse Fluoreszenz Spektrophotometer (Varian, Darmstadt).

Abschlielende Bemerkung

Die Goldnanopartikel zeigen keine Fluoreszenz. Die Signale der oben beschriebenen Proben
stammen daher von den gebundenen Farbstoffmolekdlen.

4.6.2.4 Einsatz im Hinblick zur medizinischen Diagnostik

Die Schlusselkriterien fur den erfolgreichen klinischen Einsatz eines Medikaments sind dessen
Effizienz und Vertréglichkeit.[zegl Im Rahmen eines Wirkstoff-Screenings ist dabei eine hochgradig
parallelisierte Analytik auf kleinem Raum bevorzugt. Zu diesem Zweck werden Adsorptionsplatze
mithilfe der mizellaren Blockcopolymer Nanolithographie geschaffen. Die hexagonal angeordne-
ten Goldnanopartikel ermdéglichen im Fall einer vollstandigen Bedeckung einen gleichmafigen
Abstand der einzelnen Farbstoffmolekille. Das Potential zum Einsatz als Peptidchip wird anhand
eines einfachen Beispiels veranschaulicht. Hierzu wird ein Epitop auf den Nanopartikeloberfla-
chen adsorbiert. Das Epitop verfiigt Gber eine endterminale Bindungsstelle fir farbstoffmarkierte
Antikdrper. Bei Zugabe eines passenden Enzyms, das entspricht dem Medikament, wird das
Epitop gespalten und die Bindungsstelle verschwindet. Intakte Epitope kdnnen nach einer Anti-
koérpermarkierung erkannt werden. Dadurch kénnen Rickschlusse auf die Wirksamkeit des Medi-
kamentes gezogen werden. Zuvor wird allerdings anhand eines einfacheren Modellsystems be-
stehend aus einem Platzhalter und Farbstoffmolekilen die Einsetzbarkeit der hergestellten Nano-
partikeloberflache fur das Wirkstoffscreening Uberpriift. Der Platzhalter dient als Modell fir das
Epitop. Die Farbstoffmolekile entsprechen dem Antikdrper.

In ersten Schritt wird ein hexagonales Gitter von Goldnanopartikeln auf einem Glassubstrat her-
gestellt (Abb. 145). Ein Platzhalter (hier 3-Amino-undecanthiol) wird zur Vermeidung von Quen-
ching an die Goldnanopartikel gebunden. Das Thiol bindet mit der Schwefelkopfgruppe an die
Goldnanopartikel. Die Farbstoffmolekile werden spezifisch kovalent an die Aminoendgruppe
gebunden. Aufgrund des kleinen Partikeldurchmessers besteht nach Farbstoffadsorption eine
hohe Wahrscheinlichkeit fir einzeln gebundene Farbstoffmolekile (Abb. 145). Pro Goldnanopar-
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tikel kénnen maximal drei Alexa-Molekiile binden.™*” Der Bereich zwischen den Partikeln wird zur
Verhinderung unspezifischer Adsorption mit PLL-g-PEG passiviert.

Alexa 647
+«— Platzhalter
« —— Gold Nanopartikel
Resistente Schicht
[ Deckglas
50 nm

Abb. 145: Links: REM-Aufnahme der hexagonal nanostrukturierten Oberflache, die mittels Blockcopoly-
mer Mizellarer Lithographie hergestellt wurde. Der mittlere Abstand zwischen benachbarten Partikeln betragt
38 nm. Der Partikeldurchmesser ist 8 nm = 2 nm. Rechts: Aufbau der Probe: Es wird ein Platzhalter an die
Goldnanopartikel adsorbiert und an diesen Alexa647-Molekile in alkalischem Puffer (hohe Reaktionsge-
schwindigkeit) gebunden. Die Partikelzwischenrdume werden passiviert.

Es werden an drei verschiedenen lateralen Probenpositionen Lokalisationsaufnahmen angefertigt
und die Lokalisationsbilder aus 1000 Einzelaufnahmen rekonstruiert. Fluoreszenzereignisse auf
den 8 nm groRRen Nanopartikeln werden im Mittel auf 14 nm genau lokalisiert. Messungen im nicht
strukturierten Bereich fuhren in der identischen Fokusebene zu keinen Blinkereignissen. Die Pas-
sivierung mit PLL-g-PEG ist erfolgreich und sehr gut fiir Lokalisationsmessungen geeignet, weil
durch die PEG-Molekile kein Hintergrundsignal verursacht wird.

Leider gelang es nicht, auf jedem Goldnanopartikel ein Fluorophor nachzuweisen (Abb. 146).
Hierzu tragen mehrere Parameter bei: Die Markierungseffizienz der Goldnanopartikel mit dem
Thiol, die Aktivierung der Amino-Gruppe im alkalischen Milieu und die Anbindung des Farbstoffs.
Hinzu kommt die Blinkeffizienz der Molekile. Eng benachbarte Molekiile, die eventuell auf einem
Goldnanopartikel angeordnet sind, kdnnen sich zu Stapeln anordnen. Die Fluoreszenz kann dann
geldscht werden durch Umwandlung der Energie in Wéarme. Ein weiterer Aspekt sind lokale Bre-
chungsindexunterschiede, die die Fluoreszenzemission beeinflussen kénnen oder der Energie-
transfer auf die Goldnanopartikel. Zusatzlich kann die Ausrichtung der Molekule zur Polarisations-
richtung der Laserstrahlung die Photonenausbeute beeinflussen. Ein grof3er limitierender Faktor
ist die beschrénkte Messdauer, die auf 1,7 min gesetzt wurde. Das entspricht 1000 Einzelbildern.
Nach dieser Detektionszeit wird immer noch ein Blinken beobachtet. Bei einer langeren Aufnah-
me ist eine Drift nicht auszuschlieRen.

Die Driftkorrektur kann z.B. anhand von fluoreszierenden Eichpartikeln oder Kratzern in der Probe
erfolgen. Letztere streuen das Laserlicht und werden dadurch sichtbar. Die Notwendigkeit einer
Driftkorrektur war vom Aufnahmetag abhéangig, weil der Messraum nicht temperiert war und ther-
mische Ausdehnungen des Mikroskops eine Drift des Probenhalters verursachen. Dennoch konn-
ten an einigen Stellen ein Signal beobachtet werden, das auf eine hexagonale Anordnung der
Fluorophore hindeutet. Theoretische Berechnungen von Dr. P. Lemmer bestétigen die Schwierig-
keit eine hexagonale Struktur einzelner Molekile nachzuweisen.™”!

146



4.6 Anwendungen

Abb. 146: Lokalisationsaufnahme der mit Alexa 647 markierten Strukturen rekonstruiert aus 1000 Einzel-
aufnahmen. Die Integrationszeit betrug 100 ms. Der mit einem gelben Rechteck gekennzeichnete Bereich ist
rechts vergroRRert dargestellt. Die mit Zahlen markierten gelben Kreise sind in den Bildern (1. - 4.) vergroert.
Die mittlere Lokalisationsgenauigkeit betrdgt 14 nm. Im Rahmen der Messgenauigkeit entspricht der beo-
bachtete Abstand der Fluoreszenzsignale an wenigen Stellen dem Abstand der Goldnanopartikel.

Es handelt sich bei den beobachteten Fluoreszenzereignissen um einzelne Molekule. Dies kann
anhand des zeitlichen Verlaufs der Photonenemission bestéatigt werden (Abb. 147), da nur kurz-
zeitig im sogenannten ,An-Zustand® Photonen emittiert werden. Danach erlischt das Molekul und
verbleibt fir den Rest der Messung dunkel. Die hergestellten Oberflachen sind daher fir den Ein-
satz als Peptidchip auf Einzelmolekilbasis einsetzbar.

1000
900 | 1000 |
800 | 950
700 t El 900
'E 600 % 850
@
(o)) =
o o
: Q
T 400 £
300 700 |
566 & 650 | l . ‘
100 | oo Uitk
' Alied W U !
0 550 i ikt b
0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 200 400 600 800 1000
Lokalisationsgenauigkeit [nm] Bildnummer

Abb. 147: Links: Histogramm der Lokalisationsgenauigkeit gemittelt aus 3 Messungen an verschiedenen
lateralen Probenpositionen. Rechts: Anzahl der Photonen fiir eine feste x,y,z-Position als Funktion der
Gesamtaufnahmendauer. Der rot markierte Peak entspricht dem vom Auswertungsprogramm erkannten
Fluoreszenzereignis.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Im Folgenden wird die biologische Probe untersucht. Hierzu wird in Zusammenarbeit mit dem
DKFZ das Epitop HA an die Nanopartikel gebunden. Der Partikelabstand ist 70 nm und Partikel-
durchmesser 20 nm (Abb. 48, Seite 62). Das Epitop besteht aus der Aminosauren-Sequenz ,Ty-
rosyl, Prolyl, Tyrosyl, a-Aspartyl, Valyl, Prolyl, a-Aspartyl, Tyrosyl, Alanyl“. Die Markierung erfolgt
Uber einen Antikorper mit einem Farbstoff. Die lateralen Positionen kénnen mit Lokalisationsmik-
roskopie abgebildet werden. Allerdings bleichen die Fluorophore schnell, d.h. innerhalb der ersten
100 Einzelaufnahmen, aus. Deshalb lassen sich nur eingeschrankt Messungen durchfiihren. Dies
hat eine geringe Signaldichte zur Folge. Die Ursache hierfiir ist das Einbettmedium Pro-
Long®Gold, das nicht optimal fiir den Farbstoff ATTO680 ist. AuRerdem ist nicht sichergestellt,
dass jeder Antikorper ein Fluorophor tragt.

) g

ATTO 680

anti-HA IgG Antikérper

Epitop HA

/ Gold Nanopartikel

«— Resistente Schicht
Deckglas

Abb. 148: Aufbau der Probe (links): Es wurde ein HA Epitop an die Goldnanopartikel adsorbiert und an
diesen ein anti-HA IgG Antikdrper, der mit dem Farbstoff ATTO680 markiert war gebunden. Der Partikelab-
stand ist 70 nm und Partikeldurchmesser 20 nm. Die Partikelzwischenrdume wurden passiviert. Die Lokali-
sationsaufnahme (rechts) zeigt die lateralen Positionen der mit Farbstoffmolekiilen markierten Antikorper.

In weiteren Experimenten muss die Signaldichte erhdht werden. Eine Verbesserung kann unter
Verwendung eines ,switching“ Puffers erreicht werden, was aber unter Umsténden zur Schadi-
gung oder Beeinflussung der biologischen Proben flhren kann. Alternativ kénnten Antikdrper
eingesetzt werden, die mit Alexa-Farbstoffen markiert sind.

Abschlielende Bemerkung und Ausblick

Die Experimente zeigten bisher, dass die Goldnanopartikel-Strukturen zum Einsatz als Peptidchip
geeignet sind und in Kombination mit der Lokalisationsmikroskopie die Einzelmolekul-Auflésung
ermoglichen. Allerdings sind hierzu hochdichte Peptidarrays erforderlich, die am KIT in der Grup-
pe von PD A. Nesterov-Miller angefertigt werden. Die Detektion auf Einzelmolekil-Niveau er-
maglicht z.B. die Erkennung von Krankheiten im Frihstadium oder erlaubt die Wirksamkeit von
Medikamenten zu testen. Dadurch kann die Spezifitat eines Medikamentes in Erfahrung gebracht
werden, d.h. ob das Medikament auch chemisch ahnliche Biomolekiile angreift. Neben der An-
wendung im Bereich der medizinischen Diagnostik konnten die Nanostrukturen die Mdglichkeit
bieten die spektrale Signatur von kovalent gebundenen Farbstoff-Molekilen zu messen. Neben
der Blinkfrequenz und Anzahl der Schaltzyklen koénnte die Ubergangsfrequenz der Elektronen
ermittelt werden, sowie dessen Abhangigkeit von der Nahe der Nachbaratome. Durch Wahl der
GoldnanopartikelgrofRe und des Partikelabstandes kénnen Molekilcluster erzeugt und untersucht
werden. Allerdings wéren hierzu schnelle Kameras nétig, weil Fluoreszenzibergéange in der Re-
gel im Nanosekundenbereich liegen. Alternativ ware es auch interessant anorganische Farbstof-
fe, Quantendots, hexagonal auf den Oberflachen anzuordnen. Damit liel3e sich die Markierungs-
effizienz anhand einer Elektronenmikroskop-Aufnahme bestimmen und die Detektionseffizienz
des Mikroskops berechnen.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die optischen Eigenschaften von nanostrukturierten
Oberflachen im sichtbaren Spektralbereich untersucht. Im Fokus stand die Signalentstehung in
Kern-Schale-Nanopartikelfiimen, die Sensitivitat der optischen Elemente und ihre Eignung zur
markierungsfreien in situ Detektion von Bindungsereignissen im Array-Format in Echtzeit. Die
Motivation hierzu ist der markierungsfreie Nachweis von Bindungsereignissen in Peptidchips.
Dabei handelt es sich um einen festen Trager, auf dem Fangmolekile adsorbiert sind, die selek-
tiv, nach dem Schlissel-Schloss-Prinzip, Krankheitsindikatoren aus dem Blutserum erkennen.
Das Konzept, das zur Detektion verwendet wurde, ist ein Biosensor bestehend aus einem Sub-
strat (Silizium-Wafer oder mit Gold bedampfter Glastrager), auf dem dielektrische Nanopartikel
als Monolage abgeschieden wurden. Diese wurden anschlieRend metallisiert. Bei der Reflexion
von weil3em Licht auf der Oberflache wurden mehrere Peaks im Extinktionsspektrum beobachtet,
deren Resonanzlage sich infolge von Brechungsindexanderungen, z.B. durch Proteinadsorption,
verschiebt. Es wurde gezeigt, dass das Signal drei Aspekte vereinigt: Lokalisierte Plasmonen,
propagierende Plasmonen und Interferenz.

Hierzu wurde zuerst die Bedeutung dielektrischer Kontaktpunkte zwischen benachbarten Parti-
keln sowie zum Substrat in Erfahrung gebracht, indem zum Vergleich die optischen Eigenschaf-
ten von dielektrischen Partikeln mit vollstandiger Metallhille untersucht wurden. Ohne dielektri-
sche Kontaktpunkte zum Substrat werden keine ausgepragten Peaks im Extinktionsspektrum
beobachtet. Als Ursache hierfir wurden Interferenzen im dielektrischen Film vermutet. Deren
Existenz konnte durch einen Vergleich der optischen Eigenschaften von Nanopartikelfiimen mit
planaren dielektrischen Filmen bewiesen werden. Die Extinktion der Nanopartikelfiime konnte
experimentell durch planare dielektrische Filme moduliert werden.

Der nicht-lineare Zusammenhang zwischen Peakposition und Peaknummer zeigt, dass weitere
Effekte die optische Antwort bestimmen. Zur Untersuchung wurden isolierte dielektrische Nano-
partikel auf Silizium und Gold hergestellt. Dabei wurden Interferenz-Peaks fur nicht metallisierte
Partikel auf Silizium beobachtet, auf Gold-Substraten lag ein zusatzlicher Peak durch propagie-
rende Plasmonen im Goldfilm vor. Infolge der Metallisierung wurden die Peaks verstarkt. Die Ur-
sache hierfir sind lokalisierte Plasmonen in der Metallhille. Mit zunehmender Dicke des Metall-
films auf den Kern-Schale-Nanopartikeln spalten die Peaks in Ubereinstimmung mit theoretischen
Berechnungen auf.

Im zweiten Teil wurden die Extinktionsspektren hinsichtlich ihrer Abh&angigkeit vom Reflexions-
winkel und vom Brechungsindex der Sensorumgebung untersucht. Die Messungen erfolgten in
Luft sowie unter Flissigkeiten mit unterschiedlichem Brechungsindex. Dabei wurde Uberpriift, ob
sich die Sensoroberflachen zur in situ Detektion von molekularen Adsorptionsprozessen eigenen,
d.h. experimentell ein Winkel gefunden wird, unter dem der Einfluss des Brechungsindexes in der
Lésung auf die Peakposition im Extinktionsspektrum vernachlassigbar ist, so dass Adsorptions-
prozesse ungestort beobachtet werden kénnen. Unter diesem sogenannten magischen Winkel
wurde die Detektion von Fibrinogen in Echtzeit verfolgt. Anhand einer vereinfachten Betrachtung
konnte der magische Winkel fur planare Filme berechnet werden und auf die Brechungsindexab-
hangigkeit der Phasen der interferierenden Teilstrahlen zurtickgefuihrt werden.

Anschlieend wurde die Sensitivitat der Nanopartikelfilme gegeniber Diffusionsprozessen aus

der Gasphase durch eine Beschichtung mit dreidimensionalen metall-organischen Geruststruktu-
ren verbessert.
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5 Zusammenfassung

Die beschichteten Oberflachen waren zum Einsatz unter Flissigkeiten nicht geeignet, weil durch
die chemische Heterogenitat der Oberflache und fehlende kristalline Ordnung die Funktionalisie-
rung der Oberflache und damit Haftung der Gerlststrukturen nicht optimal waren.

Ein Beleg hierfur ist der polykristalline Wachstumsprozess der Geruststrukturen auf den Nanopar-
tikelfilmen (gemessen mit Réntgenbeugung (KIT)). Eine alternative Methode zur Steigerung der
Sensitivitat ist die Kombination von Kern-Schale-Nanopartikeln mit Gitterstrukturen. Es wurde
keine Kopplung der Signale von Gittern und Nanopartikeln festgestellt. Die Sensitivitat gegentber
Proteinadsorptionsprozessen konnte um den Faktor 2 erhdht werden. Dies ist vermutlich auf
Feldverstarkungseffekte zurtickzufiihren. Ein grof3er Unsicherheitsfaktor ist dabei die tatséchlich
adsorbierte Proteinmenge, weil unterschiedliche Oberflachen vorliegen.

Durch Vergleich von Nanopartikelfiimen und elektronenstrahllithographisch hergestellten Nano-
strukturen konnten Richtlinien flr das Sensordesign aufgestellt werden. Hierzu erfolgte ausge-
hend von einer 300 nm Wirfelstruktur, die Gber 300 nm lange und 100 nm breite Verbindungste-
ge verfligte, eine systematische Variation der Probenabmessungen. Vorteilhaft fir ausgepragte
Peaks im Spektrum erwiesen sich Strukturen, die metallisiert waren und deren Quader Uber Ver-
bindungsstege verflgten. Die Verbindungssteglange muss kurz sein und die Quaderhdhe grof3.
Strukturen mit Verbindungsstegen bieten zusatzlich einen magischen Winkel. Diese Strukturen
sind fur den in situ Nachweis biospezifischer Bindungsprozesse geeignet. Strukturen ohne Stege
verfigen nicht Uber einen solchen Winkel. Die optische Antwort ist eine komplexe Kombination
aus plasmonischen Anregungen und Interferenz. Sie lasst sich durch eine effektive Schichtdicke
modellieren. Die zu erwartende Verschiebung infolge der Adsorption von Fibrinogen auf der Sen-
soroberflache konnte in Ubereinstimmung mit den experimentellen Ergebnissen mit rigoroser
Beugungsanalyse berechnet werden.

Zur Demonstration des Anwendungspotentials wurden Peptidarrays auf Kern-Schale-
Nanopatrtikelfilme Ubertragen und die Ubertragene Menge quantifiziert. Eine Auflésung von Bin-
dungsereignissen zwischen Peptiden und fluoreszenzmarkierten Antikérpern konnte auf Einzel-
molekul-Niveau mit Lokalisationsmikroskopie nachgewiesen werden. Die hohe laterale Auflésung
der Methode unterhalb des Abbe-Limits basiert auf der Beobachtung einzelner Molekile. Der
Beweis hierfiir konnte anhand der Untersuchung des zeitlichen Emissionsverhaltens der Farbstof-
fe erbracht werden.

Es wurde ein integriertes bioanalytisches System auf Basis plasmonischer Nanostrukturen entwi-
ckelt, das die Detektion biospezifischer Bindungsereignisse in komplexen Peptidarrays ermég-
licht. Diese kann entweder beugungsbegrenzt, markierungsfrei, parallel und in situ erfolgen oder
hochaufgeldst ex situ. Die Mdglichkeit des selektiven Nachweises von Proteinen aus einer kom-
plexen Mischung &hnlicher Spezies sowie die Untersuchung biospezifischer Wechselwirkungen
sind zentrale Fragestellungen in der biomedizinischen Analytik, Biophysik und Biotechnologie.
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6.3 Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Zwischen dem Volumeneffekt und dem Bindungsprozess muss separiert werden. |.:

Eine Pufferldsung mit Brechungsindex n; befindet sich in Kontakt mit der Sensoroberflache. Il.:
Eine Protein-L6sung mit Brechungsindex n, befindet sich in Kontakt mit der Sensoroberflache.
Infolge des Adsorptionsprozesses bildet sich ein Proteinfilm mit Brechungsindex n; auf dem
Sensor. lll.: Schematischer Aufbau des Sensors. 2
Abb. 2: Dielektrische Funktion von Gold im sichtbaren Spektralbereich. Schwarz sind die
experimentellen Daten™™®, rot ist die Anpassung mit dem Drude-Modell (nach %) 5
Abb. 3. Darstellung von der propagierenden Plasmonenresonanz,®® der gewahlten Geometrie
und des Koordinatensystems (a, links), der Abklinglangen im Metall und Dielektrikum (b, Mitte)
und der Dispersionsrelation von Licht und Oberflachenplasmonen (c, rechts)[34] Die Anregung
kann mit einem Otto-Aufbau erfolgen, bei dem Laserlicht unter der Bedingung der Totalreflexion
an der Basis eines Prismas reflektiert wird. Die Basis ist die Grenzflache zu einem Goldfilm. Die
Kurve A kennzeichnet den Fall ohne Prisma und stellt die Dispersionsrelation eines Photons, das
sich als ebene Welle in Luft ausbreitet, dar. Es tritt kein Schnittpunkt mit der Dispersionskurve B
auf. B ist die Dispersion des Oberflachenplasmons, das sich an der Metall/Dielektrikum-
Grenzflache ausbreitet. C ist die Dispersionsrelation eines Photons, das sich im Prisma
fortbewegt. Im Schnittpunkt der Kurven B und C erfolgt die Anregung der Plasmonen. 6
Abb. 4. Links: Anregung der Oberflachenplasmonen mit Gitterkopplung (nach [47]) und Rechts:
Anregung der Oberflachenplasmonen mit dem Otto-Aufbau.”® g ist der Einfallswinkel des Lichtes,
m die Beugungsordnung, 4 die Gitterperiode, €, der Brechungsindex des Metalls, q der Abstand
zwischen Prisma und Metallfilm. k;, ist der Wellenvektor des Lichtes. n, und ng sind der
Brechungsindex des Prismas bzw. der dielektrischen Schicht. 8
Abb. 5: Darstellung der Anregung der lokalisierten Plasmonenresonanz.(nach [29]) 9
Abb. 6: Links: Darstellung des Energie-Diagramms fiur die Plasmon-Hybridisierung in Metall-
Nanoschalen resultierend aus der Wechselwirkung zwischen Partikel-Plasmonen und Hohlraum-
Plasmonen.® Rechts: Schematische Darstellung der Nanopartikel Geometrie. R ist der Radius
der Kugel, die Differenz von R, und R; ist die Schalendicke. 10
Abb. 7: Vergleich der theoretisch berechneten Extinktionswerte im Fernfeld einer Nanokugel von
20 nm Radius (schwarze Kurve) und eines Core-Shell-Nanopartikels (blaue Kurve) bestehend
aus 63 nm Silika und 10 nm (A) Silber bzw. (B) Gold. Als Umgebung der Partikel wurde Ethanol
gewahlt (Brechungsindex: 1,36). Der Real- (£") und Imaginarteil (¢"") der dielektrischen
Funktionen (rote Kurven) wird fir (A) Silber bzw. (B) Gold dargestellt.[ss] 11
Abb. 8: |.: Schematische Darstellung konzentrischer Nanoschalen. Die Struktur besteht aus
einem SiO,-Nanopartikel mit Radius R1, darauf aufgebracht ist eine Schale aus Gold mit dem
Radius R,, eine Schale aus SiO, mit Radius R3 und einer Goldschale mit Radius R,. Il.:
Veranschaulichung der induzierten Polarisation in den konzentrischen Schalen fiir die

beobachteten Moden. Ill.: Gemessenes Extinktionsspektrum (durchgezogene Kurve) und
beobachtete Eigenmoden nach dem Hybridisierungsmodell fir SiO,/Au/SiO,/Au-Nanoschalen mit
Durchmessern Ry/R,/Ra/R, = 80 nm/107 nm/135 nm/157 nm®, 12

Abb. 9: Resonanzposition als Funktion des Durchmessers von Goldnanostrukturen mit einer
Periode von 780 nm auf 31 nm SiO; (links).® Schematische Darstellung der Verteilung der
Oberflachenladungen fiir die asymmetrische, dipolaktive Mode im Fall isolierter, schwach und
stark koppelnder zylinder (rechts).*”! 13
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Abb. 10: Links: Abhangigkeit der Resonanzwellenlangenverschiebung vom Brechungsindex der
Umgebung von goldbeschichten Nanopartikelfilmen (20 nm Gold auf 100 nm Polystyrolkugeln)®
auf festem Trager. Experimentell erfolgt die Brechungsindexvariation durch Verwendung von
Flussigkeiten mit unterschiedlichem Brechungsindex z. B. Ethanol, Propanol und Glycerin-
Wasser-Gemischen. Der Brechungsindex kann mit einem Abbe-Refraktometer gemessen werden
oder nach der Clausius-Mossotti-Gleichung berechnet werden.™ Der untersuchte
Brechungsindexbereich von 1,0 RIU bis 1,5 RIU umfasst 0,5 RIU (RIU=refractive index units).
Rechts: Anderung der Resonanzwellenlange infolge von Brechungsindexanderungen in der
Umgebung eines SPR-Sensors, der aus einem planaren Prisma mit einem Gold-Film von 50 nm
besteht.®® Der Verlauf ist in einem kleinen Brechungsindexbereich linear. Der dargestellte
Bereich umfasst 0,0003 RIU. 14
Abb. 11: Links: Dargestellt ist die Verschiebung der Resonanzwellenlange als Funktion des
Brechungsindexes von Kern-Schale-Nanopartikeln mit unterschiedlicher Schalendicke aus Gold
(schwarz 40 nm, rot 30 nm, griin 20 nm, blau 10 nm, hell blau 8 nm, magenta 4 nm) und einer
SiO,-Partikelgrée von 80 nm. Rechts: Abhangigkeit der Sensitivitat vom Verhéltnis aus
Schalendicke t zum Partikelradius R.”® Die Werte basieren auf theoretischen Berechnungen auf
Grundlage der Mie-Theorie fur Kern-Schale-Nanopartikel. Fir die Berechnungen wurden die
Literaturwerte fur die dielektrischen Daten der Goldschale nach Johnson und Christy”gl
verwendet. Fur SiO, wurde ein konstanter Brechungsindex von 1,45 eingesetzt. 15
Abb. 12: Abhéangigkeit der SPR-Resonanz von der Dicke des Adsorbates (links) und
schematisches Diagramm der Zweilagenstruktur aus dem Adsorbat a mit der Dicke d, dem
Brechungsindex n, und der Flussigkeit tiber dem Sensor mit Brechungsindex ns (rechts).®® 16
Abb. 13: Links: Schematischer Aufbau selbstorganisierender Monolagen aus drei
Komponenten: die Kopfgruppe bindet Giber Chemisorption an die Oberflache, die intermolekularen
Wechselwirkungen der Gerlistkomponenten bestimmen die raumliche Orientierung der Molekule,
die funktionellen Endgruppen steuern die physikalischen und chemischen
Grenzflacheneigenschaften.[71] Rechts oben: Darstellung der hochgeordneten Struktur von
Alkanthiol-Molekulen auf einem Goldsubstrat. Die Verkippung der Alkankette bezuglich der
Probennormalen betragt etwa 30°. Rechts unten: Hochgeordnete Adsorptionsplatze der
Alkanthiole auf einer Au(111)-Oberflache.™ 18
Abb. 14: Links: Schematische Darstellung des uC-Druck-Verfahrens auf Gold zur gezielten
Adsorption von Nanopartikeln:”” a) Stempeln vom Oktadecanthiol b) Fillen der Licken mit
Natriumthioglykolat (TG) c) Partikeladsorption. Rechts: Verfahren zur grof3flachigen
Funktionalisierung von ebenen und nicht planaren Oberflachen. Hierzu kénnen rollbare Stempel
(rechts, oben) eingesetzt werden oder nicht ebene Gold-Oberflachen tber den Stempel gerollt

werden (rechts, unten).[’¥ 19
Abb. 15: Carbodiimid-Methode zur Aktivierung der Carbonsaure.®” 20
Abb. 16: Schematische Darstellung der Herstellung von SURMOFs auf Substraten, die mit

einem SAM funktionalisiert wurden.® 21

Abb. 17: Links: Aufbau des Rasterelektronenmikroskops und Position des Inlens- und SE2-
Detektors. Rechts: VergroRRerter Ausschnitt der Streubirne mit den Wechselwirkungsprodukten
des Primarelelektronenstrahls (nach %) 23
Abb. 18: Monte-Carlo Simulation der Trajektorien von Primar-Elektronen (3 keV,
Strahldurchmesser 1 nm) beim Eintritt in einen Festkorper (aus Gold) als Tiefenprofil (a) und
Flachenprofil (b). Nur Primér-Elektronen auf den rot gezeichneten Trajektorien verlassen die

Probe. %% 24
Abb. 19: Darstellung des SE2- oder Everhart-Thornley-Detektor."® PE sind die primaren
Elektronen, SE sind die Sekundarelektronen und RE sind Riickstreuelektronen. 25

Abb. 20: Links: Darstellung des Streuscheibchens eines punktférmigen Emitters und des
dreidimensionalen Intensitatspeaks (Airy-Funktion). Rechts: Grenze der Auflésung im Falle
benachbarter Punkte. Die Intensitat ist normiert und farbkodiert dargestellt (nach ™% 1%, 26
Abb. 21: Prinzipskizze zum Heisenbergschen Gedankenexperiment[lll] 27
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Abb. 22: Energieniveaus von Singulett-Grundzustand S, und Anregungszustand S; sowie
Triplett-Zustand T, und deren Vibrationsniveaus v;. IC=Internal Conversion, ISC= Inter System
Crossing, Fl= Fluoreszenz und Ph= Phosphoreszenz.*?" 28
Abb. 23: Prinzip der SPDM a) Drei im Abstand von jeweils 50 nm liegende mit unterschiedlicher
spektraler Signatur leuchtende Punkte b) das von ihnen erzeugte Beugungsbild und c) deren
Intensitatsverteilung. Die einzelnen Punkte sind getrennt erkennbar (nach *%%). 28
Abb. 24: Dargestellt ist das Prinzip photochromer Fluoreszenzfarbstoffsysteme. Der An-Zustand
(oben) des Farbstoffs bei offenem Photoschalter und die Unten: Fluoreszenzléschung durch
Ring-SchlieBung infolge der Wechselwirkung des Farbstoffs mit dem Photoschalter (Aus-Zustand,
unten).*4 30
Abb. 25: Intensitatsverteilung eines Einzelmolekilsignals (links) und Anpassung einer 2D-
Gauffunktion mit zusatzlichem Hintergrundterm (rechts). Ein Pixel ist in x- und y- Richtung 65 nm

groR. 2% 31
Abb. 26: Strukturmodell des Fibrinogen-Molekiils (oben) und die Nettoladungen der einzelnen
Segmente (unten).**" 33

Abb. 27: Links: Veranschaulichung der Wahl einer Treppenstufe zur Berechnung beliebiger
Profilformen™® Rechts: Beschreibung einer Gitterstufe durch vierzehn Koeffizienten eines
Rechtecks.!'%! 40
Abb. 28: Darstellung der verwendeten Geometrie zur Modellierung der Nanopartikelfiime,
Elementarzelle und Einfallsebene. Die Ansicht ist in I. 3 dimensional, in 1l. von der Seite und IlI.

Sicht von oben. 40
Abb. 29: Die Intensitatsverteilung der Lichtquelle als Funktion der Wellenlange. 42
Abb. 30: Gittermonochromator mit Eintrittsspalt S1, Hohlspiegeln Spl und Sp2, Gitter G,

Austrittsspalt S2 und Photodetektor Ph.D.%?% 42

Abb. 31: Aufbau einer Lichtleitfaser sowie Ausbreitung von Lichtwellen durch Totalreflexion an
der Grenzschicht Kern-Mantel und radiales Brechzahlprofil fir (a) eine Stufenindexfaser, (b) eine
Gradientenfaser.**? 43
Abb. 32: UV-NIR-Aufbauten zur Untersuchung der Extinktionseigenschaften der Biosensoren
unter Lichteinfall entlang der Probennormalen (links) und unter Winkeln im Bereich von 30° - 50°
(rechts 2%, 44
Abb. 33: Links: UV-NIR-Aufbauten zur polarisationsabhéngigen Untersuchung der
Extinktionseigenschaften der Biosensoren unter Lichteinfall unter einem festen Reflexionswinkel
zur Probennormalen. Rechts: Darstellung der Orientierung von s- und p-polarisiertem Licht. Als
Beispiel fur die verwendeten nanostrukturierten Proben ist hier ein Wirfel aus PMMA, der mit
Gold beschichtet ist, abgebildet. 45
Abb. 34: SPR-Imaging-Aufbau bestehend aus der Lichtquelle (1), der Glasfaser (2) mit 600um
Durchmesser, einem Kollimator (3), dem Monochromator (4), konkave (5) und konvexe (6) Linse,
der Probe (7), der Abbildungslinse (8) und der CCD-Kamera (9) (nach [59]). Um eine grol3ere
Flache auszuleuchten wurde die Linse (3 und 6) entfernt. 46
Abb. 35: Praparation der metallisierten Nanopartikeloberflachen. Das Substrat wird gereinigt,
dielektrische Partikel werden in einem Langmuir-Blodgett &hnlichen Verfahren auf den Trager
Ubertragen, darauf Metall-Nanopartikel aus einer Suspension abgeschieden (Seeding) und diese
Nukleationskeime unter Verwendung von Hydroxylamin vergroRert (Plating). 49
Abb.36: Darstellung der Schrittfolge zur Ubertragung dielektrischer Nanopartikel als dicht
gepackte Monolage: (a) Ubertrag der Partikel mit Hilfe eines Deckglases auf die
Wasseroberflache, (b) Hinzugabe von Detergenzien zur Verringerung der Oberflachenspannung

und (c) Aufnahme der dicht gepackten Partikelschicht durch ein Substrat (nach [2101). 49
Abb. 37: Schematische Darstellung der mittels Citrat-Liganden stabilisierten Oberflachenladung
der Goldkolloide.** 50
Abb. 38: Schematische Darstellung der Goldabscheidung. Nukleation in Form neuer Partikel
findet nicht statt (nach [217]). 51
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Abb. 39: Darstellung des Herstellungsprozesses vollstandig mit Gold umhdaliter Nanopartikel.
Nach elektrostatischer Aufladung der Partikeloberflache mithilfe eines Polymers erfolgen die
Abscheidung von Nukleationskeimen aus einer Lésung und die anschlieRende VergréRerung der
Goldnanopartikel zu einem geschlossenen Mantel. 52
Abb. 40: Herstellung isolierter Partikel mittels reaktiven lonenplasmas. Infolge des Atzprozesses
nimmt der Partikeldurchmesser d; der hexagonal dicht gepackten Polystyrol-Nanopartikel auf den
Durchmesser d, <d; ab. Die Partikel werden kleiner und der Partikelabstand erhoht sich. 53
Abb. 41: Aufbau zur Messung der Absorptionseigenschaften in Transmission. Eine Kuvette aus
Quarzglas wird mit polychromatischem Licht bestrahlt und das transmittierte Licht mit einem UV-
VIS-Spektrometer (HR 2000) analysiert. 54
Abb. 42: Darstellung der Struktur, die durch Elektronenstrahllithographie erzeugt wird. Es wird im
Folgenden die Bezeichnung (I/b/h-Lys) verwendet fur (Lange/Breite/H6he-Abstand benachbarter
Quader), Bys und Lys sind Breite und Lange der Verbindungsstege. Die H6he der

Verbindungsstege und Quader stimmen Uberein. 55
Abb. 43: Layout der Templat-Strukturen, d, ist der Durchmesser der zylinderférmigen
Vertiefungen, d ist die Distanz benachbarter Lochrander, t ist die Tiefe der Struktur. 56

Abb. 44: Herstellung von Nanopartikel Clustern mithilfe von Templatstrukturen. Im ersten Schritt
wird die Probe mit zylinderférmigen Vertiefungen metallisiert. Auf den Templatstrukturen werden
mit einer Langmuir-Blodgett dhnlichen Ubertragungsmethode (,Floating“) aminoterminierte
Silikakugeln adsorbiert. Partikel, die sich nicht in den Vertiefungen befinden, werden durch
Abwischen entfernt. 57
Abb. 45: Versuchsaufbau zur Messung der Pyridin Diffusion (links) und XRD-Diagramme
(rechts). Rechts oben ist das Rontgendiffraktions-Diagramm von Probe 1, darunter von Probe 2
und unten rechts das theoretisch zu erwartende Spektrum. Das Rontgendiffraktions-Diagramm
wurde am KIT in Zusammenarbeit mit Dr. H. Gliemann (KIT, IFG, Leitung Prof. Dr. Christof Wll)

gefertigt. 60
Abb. 46: Schematischer Aufbau zur winkelabh&ngigen Messung der optischen Eigenschaften
unter Flissigkeit und der Sensitivitatstests. 60
Abb. 47: Draufsicht zur Anordnung beim Ubertrag des Peptidarrays (links) und Seitenansicht
(rechts). 61

Abb. 48: Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme der verwendeten Oberflachentypen. Oben links:
nasschemisch mit Gold metallisierter Nanopartikelfiim (SE2-Aufnahme) Oben rechts:
Nasschemisch metallisierte elektronenstrahllithographisch hergestellte Wrfelstruktur
(600/600/600-600). Die Wrfel mit der Kantenlangen 600 nm sind Gber genauso lange aber nur
etwa ein Drittel so breite Stege verbunden. Unten: hexagonal geordnete Gold-Nanopartikel mit
unterschiedlichen Partikelabstdnden. Die Proben wurden mit mizellarer Block-Copolymer-
Nanolithographie hergestellt. Unten links: Der mittlere Abstand zwischen benachbarten Gold
Nanopartikeln betragt 38 nm und der Partikeldurchmesser 8 nm + 2 nm. Unten rechts: Der
Partikelabstand ist 70 nm und Partikeldurchmesser 20 nm. Die Aufnahmen wurden mit dem

Inlens-Detektor aufgenommen. 62
Abb.49: Schematische Darstellung nanostrukturierter Oberflachen mittels mizellarer Block-
Copolymer-Nanolithographie (hach [228]). 63

Abb. 50: Dargestellt ist die chemische Struktur von Alexa 647 (links)?** und rechts das
gemessene Absorptions- (schwarz) und Fluoreszenzspektrum (blau). Die Anregung der
Fluoreszenz erfolgte bei 630 nm um den Emissionspeak beobachten zu kdnnen. Die Stokes-
Verschiebung betragt 19,4 nm, was 0,06 eV entspricht. Die Fluoreszenzmessung erfolgte in der
Gruppe von Prof. (apl.) Dr. Dirk-Peter Herten mit dem Cary Eclipse Fluoreszenz
Spektrophotometer (Varian, Darmstadt). 64
Abb.51: Reaktionsgleichung des Alexa 647-Farbstoffmolekiils mit 11-Amino-1-undecanthiol, das
an das mit Goldnanopartikeln beschichtete Deckglas gebunden vorliegt. R, ist das
Farbstoffmolekill und R; das gebundene 11-Amino-1-undecanthiol ohne die NH-Gruppe. 65
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Abb.52: Schematische Darstellung des Aufbaus der mittels hexagonal angeordneten
Goldnanopartikeln strukturierten Probe. 11-Amino-1-undecanthiol Molekile dienen als Platzhalter
zwischen den Goldnanopartikeln und den Alexa 647-Molekilen. Die Bindung findet in alkalischem
Milieu statt. 65
Abb. 53: Dargestellt ist die Referenz I. und die Proben mit unterschiedlicher Metallisierung:
bedampftem dielektrischem Nanopartikelfilm II., besputterten Ill., nasschemisch auf der
Oberflache metallisierten 1V. sowie nasschemisch in Losung metallisierten und anschlie3end auf
der Oberflache abgeschiedenen Partikeln. V.. Dielektrische Kontaktpunkte zwischen
benachbarten Partikeln sind fiir die Proben vorhanden, bei denen die Metallisierung auf der

Oberflache erfolgt (11., 11l. und 1V). d ist der Durchmesser der dielektrischen Nanopartikel. 69
Abb. 54: REM-Aufnahmen der gefloateten Silika-Nanopartikel mit einem Durchmesser von
540 nm nach Besputtern mit 30 nm Gold I. und nach nasschemischer Metallisierung Il.. 1ll. zeigt

die Anordnung von gefloateten Polystyrol-Nanopartikeln mit einem Durchmesser von 190 nm, die
Adsorption erfolgt in einer Monolage IV. und V. zeigen die Kontaktflachen zum Boden. In VI. sind
die Kontaktpunkte zu den nachsten Nachbarpartikeln dargestellt. Die Aufnahmen wurden durch
Abziehen der Partikel mit einem Klebeband aufgenommen. Untersuchungen der Nanopartikel auf
dem Klebeband zeigen die Kontaktpunkte zur Oberflache fur die mit Floating Gibertragenen und
nasschemisch metallisierten Polystyrol-Nanopartikel vom Durchmesser 380 nm VII. und 190 nm
VIII.. IX. zeigt Polystyrol-Nanopartikel, die in Lésung vollsténdig umhullt wurden. Die Adsorption
der vollstandig umhiillten Partikel erfolgt in Multilagen. Aufgrund des Materialkontrastes

erscheinen die Goldnanopartikel als helle Punkte. Die Plating-Zeit betrug 3 min. 70
Abb. 55: Schematische Darstellung zweier Partikel, die durch eine Flissigkeitsbriicke verbunden
sind . 71

Abb. 56: Links: Extinktionsspektren von gefloateten Polystyrol-Nanopartikeln mit einem
Durchmesser von 191 nm (blau), 380 nm (schwarz) und 570 nm (rot), die nach der Adsorption
auf dem Substrat nasschemisch metallisiert wurden, sowie das Spektrum vollstandig mit Gold
umhdllter, auf dem Tréager abgeschiedener Nanopartikel mit einem Durchmesser von 384 nm
(grun). Die Messungen erfolgten alle in Reflexion unter Lichteinfall parallel zur Probennormalen
im Medium Luft. Der mit A gekennzeichnete Peak kommt von der Absorption der Polystyrol-
Nanopartikel bei 238 nm. Rechts: Anderung der optischen Sensorantwort infolge des
nasschemischen Metallisierungsprozesses der Polystyrol-Nanopartikel mit einem Durchmesser
von 570 nm. Die beiden Seeding-Schritte erfolgen jeweils Uber Nacht. Die Plating-Zeit betrug 3
min. 72
Abb. 57: Links: Extinktionsspektren des SiO.-Nanopartikelfilms mit einem Partikeldurchmesser
von 540 nm unter dem Reflexionswinkel von 0° und Extinktionsspektren eines SiO.-Films der
Dicke 250 nm unter 0° und 45° zur Probennormalen im Medium Luft. Beide Proben wurden mit
30 nm Gold besputtert. Rechts: Schematische Darstellung der Geometrie. 74
Abb. 58: Links: Optische Sensorantwort eines PMMA-Films mit einer Dicke von 600 nm ohne
Metall (schwarze Kurve) und mit 30 nm Gold (rote Kurve) sowie eines Polystyrol-
Nanopartikelfilmes mit 30 nm Gold. Der Partikeldurchmesser betragt 570 nm. Die Messung erfolgt
im Medium Luft unter Lichteinfall entlang der Probennormalen. Rechts: Darstellung der inversen
Peakposition als Funktion der Peaknummer. Der Zusammenhang fur die PMMA-Filme ist linear.
Fur die Nanopartikel flacht die Kurve ab. 74
Abb. 59: Abscheidung von isolierten Nanopartikeln auf einem festen Trager. 75
Abb. 60: REM-Aufnahme der nicht metallisierten Polystyrol-Nanopartikelfiime nach
unterschiedlichen Reaktionszeiten mit dem reaktiven lonenplasma. Der Durchmesser der
Nanopartikel vor dem Atzen betrug 570 nm. Mit wachsender Reaktionszeit nahmen die
Partikeldurchmesser ab und der Abstand benachbarter Partikel zu. Die Probe wurde wéhrend des
Atzvorgangs auf 20°C gekiihlt, um ein Schmelzen der Partikel zu verhindern. Dargestellt sind die
Proben nach Reaktionszeiten von (links nach rechts) 0,25 min, 0,50 min, 1,00 min, 1,50 min,

2,00 min und 4,00 min. Der gemessene Durchmesser ist in der Farbe Gelb notiert, der
entsprechende Partikelabstand ist blau. 76
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Abb. 61: Links: Partikeldurchmesser und Abstand benachbarter Partikeloberflachen als
Funktion der Reaktionszeit. Rechts: Optische Sensorantwort nicht metallisierter Polystyrol-
Nanopartikel nach unterschiedlichen Atzzeiten. Vor dem Atzen lagen die Partikel mit einem
Durchmesser von 570 nm dicht gepackt auf den Silizium-Substrat vor. 76
Abb. 62: Links: Optische Sensorantwort nicht metallisierter Polystyrol-Nanopartikel nach einer
Atzzeit von 1,5 min auf einem Silizium-Substrat (rote Kurve) und einem mit Gold metallisierten
Glastrager (schwarze Kurve). Rechts: Schematische Darstellung der Proben. 77
Abb. 63: |.: Optische Antwort der Sensoroberflachen mit 570 nm Polystyrol-Nanopartikeln nach
verschiedenen Atzzeiten und nasschemischer Metallisierung mittels Seeding und Plating. 11.-VL.:
Anderung der optischen Sensorantwort infolge des nasschemischen Metallisierungsprozesses
der Polystyrol-Nanopartikel mit einem Durchmesser von 570 nm nach dem reaktivem
lonenplasmadtzen. Die Atzdauer betrug 0,50 min (I1.), 1,00 min (111.), 1,50 min (IV.), 4,00 min (V.)
und 7,00 min (VI.). Dargestellt sind je die Extinktionsspektren der nicht metallisierten Nanopartikel
(schwarze Kurve), der Oberflache nach dem Seeding-Schritt (rote Kurve) und nach dem Plating

(blaue Kurve). 78
Abb. 64: Links: REM-Aufnahme der geétzten Polystyrol-Nanopartikel. Die Partikel sind
diskusformig. Rechts: REM-Aufnahme der metallisierten Nanopartikel. 78

Abb. 65: Links: REM-Aufnahme der nicht metallisierten Polystyrol-Nanopartikel mit einem
Durchmesser von 190 nm nach 0,5 min reaktivem lonenplasmaéatzen. Rechts: Anderung der
optischen Sensorantwort infolge des nasschemischen Metallisierungsprozesses der Polystyrol-
Nanopartikel mit einem Durchmesser von 190 nm nach 0,5 min reaktivem lonenplasmaétzen.
Dargestellt sind je die Extinktionsspektren der nicht metallisierten Nanopartikel (schwarze Kurve),
nach dem Seeding (rot) und nach dem Plating (blau). 78
Abb. 66: |.: Dargestellt ist die Peakposition in Abh&ngigkeit vom Teilchendurchmesser. Der
Zusammenhang ist linear. Il.: Resonanzwellenlange einer festen Teilchengrol3e, hier der
Seeding-L6ésung (schwarze Kurve). Infolge der Verdinnung der Lsung (rote Kurve) tritt keine
Anderung der Peakposition auf. Die Intensitatsabnahme beruht auf dem Lambert-Beer-Gesetz. 80
Abb. 67: Links: Extinktionsspektren von Goldnanopartikeln, die auf PAH beschichteten Tragern
adsorbiert sind. Als Substrate werden mit 100 nm Gold bedampfte Glastrager oder Silizium-
Wafern eingesetzt. Die Nanopartikel haben eine unterschiedliche Grof3e. Dargestellt ist das
Extinktionsspektrum der Seedingpartikel auf einem Goldfilm (schwarze Kurve), einer
Partikelmischung aus 17 nm und wenigen Nanometern grof3en Partikeln auf Silizium (rote Kurve)
und auf einem Goldfilm (blaue Kurve). Rechts: Schematische Darstellung des Probenaufbaus
und REM-Aufnahme der Silizium-Oberflache, die mit Goldnanopartikeln mit zwei
unterschiedlichen Durchmessern besetzt ist. Die Grof3e der kleinsten Partikel ist nicht anhand der
Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme ablesbar. 81
Abb. 68: Links: Reproduzierbarkeit der Peak Position: Dargestellt ist das Extinktionsspektrum
fur Silika-Nanopartikel mit Plating-Zeiten von 3 min und 10 min an zwei verschiedenen
Probenpositionen. Rechts: REM-Aufnahmen der gefloateten Silika-Nanopartikel mit einem
Durchmesser von 540 nm nach nasschemischer Metallisierung mit 10 min Plating. 82
Abb. 69: Links: Dargestellt ist die mit dem Programm DiffracMOD von RSOFT berechnete
Reflexion bei der Wellenlange von 1 um als Funktion der Anzahl an beriicksichtigten
Oberschwingungen. Konvergenz tritt fir 8 Oberschwingungen auf. Rechts: Die berechneten
Extinktionsspektren von Silika-Nanopartikeln mit einem Durchmesser von 540 nm und einer
Bedeckung mit 15 nm Gold (rot), 20 nm Gold (blau) und 30 nm Gold (schwarz). Die
Wellenlangenauflésung betragt 1 nm. 83
Abb. 70: Links: REM-Aufnahme der mit 30 nm Silber besputterten Silika-Nanopartikel. Mitte:
REM-Aufnahme der mit 50 nm Silber bedampften Silika-Nanopartikel. Rechts: Schematische
Darstellung des Probenaufbaus. 83
Abb. 71: Links: Optische Sensorantwort eines mit Silber beschichteten Silika-Nanopartikelfilms.
Der Nanopartikeldurchmesser ist 540 nm. Die Silberdicke betragt 20 nm, 30 nm und 50 nm.
Rechts: Extinktionsspektrum eines PMMA-Films mit der Dicke 600 nm mit Silberdicken von

165



6°°°Verzeichnisse

20 nm, 30 nm und 50 nm. Die Messung erfolgt im Medium Luft unter Lichteinfall entlang der
Probennormalen. 84
Abb. 72: Links: Extinktionsspektren der nasschemisch metallisierten Silika-Nanopartikel auf der
matten Seite einer Aluminiumfolie (schwarze Kurve), auf der reflektierenden Seite einer
Aluminiumfolie (rote Kurve) und auf einem mit 100 nm Gold bedampften Glassubstrat. Rechts:
Schematische Darstellung des Probenquerschnitts. 85
Abb. 73: Links: Anderung der Extinktionsspektren fiir Goldnanopartikel mit einer GroRRe von

32 nm durch die Adsorption von Fibrinogen. Rechts: Sensitivitat gegeniiber der Adsorption von
Fibrinogen. Die Messung erfolgte in Transmission. 86
Abb. 74: Links: Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme der in Suspension metallisierten
Polystyrol-Nanopartikel mit einem Durchmesser von 380 nm. Rechts: Extinktionsspektrum vor
(schwarz) und nach (rot) der Fibrinogen-Adsorption gemessen in Reflexion fur vollstandig
umhilite Polystyrol-Nanopartikelfilme mit einem Durchmesser von 380 nm. Das Substrat ist mit
30 nm Gold und 5 nm Titan beschichtet. Die Messung erfolgte unter einem Reflexionswinkel von
0° gemessen zur Probennormalen im Medium Luft. 87
Abb. 75: Links: Extinktionsspektren fir 3 min Plating vor und nach der Adsorption von
Fibrinogen. Rechts: Extinktionsspektren fir 10 min Plating vor und nach der Adsorption von
Fibrinogen. Die Messung erfolgte unter einem Reflexionswinkel von 0° an Luft. 88
Abb. 76: Links: Verschiebung der Peakposition infolge der Proteinadsorption auf
Nanopatrtikelfilmen. Die Kern-Schale-Nanopartikel bestehen aus SiO,-Nanopartikeln
(Durchmesser = 540 nm), die nasschemisch mit 3 min Plating metallisiert wurden. Als Substrat
wurde eine Aluminiumfolie verwendet. Die Detektion erfolgt im Medium Luft unter Lichteinfall
entlang der Probennormalen. Rechts: Schematische Darstellung des Probenquerschnitts. 89
Abb. 77: Schematische Darstellung von der Referenz fir die Extinktionsmessungen (l.) sowie
der Schichtsysteme bestehend aus nicht metallisierten (1l.) und metallisierten (I1l.) PMMA-Filmen.
Das Substrat entspricht fir alle Messungen dem Aufbau der Referenz. 89
Abb. 78: |.: Schematischer Aufbau der Proben. Il.-IV: Extinktionsspektrum fiir einen Sensor
bestehend aus einem PMMA-Film der Dicke 150 nm (Il.) bzw. 300 nm (l1l.) und 600 nm (IV.). Der
Film ist je mit 30 nm Gold metallisiert. Die Spektren werden vor (schwarze Kurve) und nach (rote
Kurve) der Fibrinogen-Adsorption aufgenommen. Die Messung erfolgte in Luft unter Lichteinfall
entlang der Probennormalen. 90
Abb. 79: I. Dargestellt ist die Winkelabhangigkeit des Extinktionsspektrums von nasschemisch
metallisierten Polystyrol-Nanopartikel mit einem Durchmesser von 570 nm im Medium Luft und
Wasser. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde auf die Extinktionswerte in Luft ein konstanter
Offset von 1,2 addiert. Bei 25° liegt das Extinktionsmaximum unter Wasser bei héheren
Wellenldngen, bei 45° bei kleineren Wellenlangen als der entsprechende Peak im Medium Luft.
Bei 35° liegen die Resonanzmaxima in den Medien Luft und Wasser (rote gepunktete Linie) bei
der gleichen Wellenlange. Il. zeigt die lineare Anderung der Resonanzlage mit dem Winkel im
Medium Luft. Eine lineare Anpassung der Messwerte ergibt eine Steigung von -3,91 + 0,03 nm/°.
In 1. ist die Abhangigkeit der Peakposition vom Brechungsindex fur einen Reflexionswinkel von
0° dargestellt. Die Steigung der Ausgleichsgeraden betragt 89,34 + 10,89 nm/RIU. IV. zeigt die
Abhéangigkeit der Bulk-Sensitivitat vom Winkel. Ist diese Null, so ist der Einfluss des

Brechungsindexes der Sensorumgebung auf die Resonanzlage vernachlassigbar. 93
Abb. 80: I.: Querschnitt der Sensorgeometrie der Core-Shell-Nanopartikel II.:
Extinktionsspektren der mit 50 nm Silber metallisierten Silika-Nanopartikel unter Flissigkeiten mit
unterschiedlichem Brechungsindex. Der Lichteinfall ist entlang der Probennormalen. lll.: Peak
Position als Funktion des Brechungsindexes fur den Peak bei langen Wellenlangen. 94
Abb. 81: I.: Anderung der Resonanzwellenlénge einer festen TeilchengréRe, hier 20 + 4 nm,
vom Brechungsindex II.; ,Bulk“-Sensitivitat von Goldnanopartikeln mit unterschiedlichem
Durchmesser gemessen in Transmission. 95

Abb. 82: Links: Abhangigkeit der Peakposition von Brechungsindexanderungen in der
Umgebung der Polystyrol-Nanopartikel mit einem Durchmesser von 570 nm nach 0,25 min,
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0,5 min und 1 min reaktivem lonenplasmaétzen nach nasschemischen Metallisierung. Der
Lichteinfall erfolgt entlang der Probennormalen. Rechts: Winkelabhangigkeit der Sensitivitat
gegeniber Brechungsindexénderungen in der Umgebung der Polystyrol-Nanopartikel (570 nm
Durchmesser) nach 0,5 min reaktivem lonenplasmaétzen und nasschemischer Metallisierung mit
Luft. 96
Abb. 83: Brechungsindexabhéngigkeit der gemessenen (links) und Berechnung
Extinktionsspektren eines nicht metallisierten PMMA-Films der Dicke 600 nm auf mit Gold
bedampftem Silizium-Wafer unter Lichteinfall entlang der Probennormalen (rechts). Es wurde
das Programm Scout zusammen mit Dr. T. Glaser (KIP, Universitat Heidelberg) verwendet. 97
Abb. 84: Links: Extinktionsspektren eines nasschemisch metallisierten PMMA-Films der Dicke
300 nm auf mit Gold bedampftem Silizium-Wafer unter Lichteinfall parallel zur der
Probennormalen Rechts: Abhéangigkeit der Peakposition vom Brechungsindex fir
Reflexionswinkel von 0° - 55°. Die Abhéngigkeit wurde fur den Peak zwischen 300 nm und

400 nm sowie den Peak zwischen 500 nm und 600 nm dargestellt. Die Messwerte liegen auf
einer Geraden. Die Steigung der Ausgleichsgeraden gibt die Sensitivitat beziglich der
Volumenphase an. 97
Abb. 85: Volumen-Sensitivitat des mittleren Peaks von nasschemisch metallisierten PMMA-
Filmen der Dicke 300 nm (rot) und 600 nm (schwarz) auf mit Gold bedampftem Silizium-Wafer in
Abhangigkeit vom Reflexionswinkel. Die Steigung betragt -5,87 £ 0,35 nm fur den 300 nm dicken
Film und -7,78 £0,19 nm im Fall des 600 nm dicken Filmes. 98
Abb. 86: Links: Extinktionsspektren fir Polystyrol-Nanopartikel mit einem Durchmesser von

190 nm vor und nach der Adsorption von Fibrinogen. Die Messung erfolgte unter einem
Reflexionswinkel von 0° an Luft. Rechts: Winkelabhangigkeit der Verschiebung in Luft und PBS-
Puffer gemittelt aus 2 Proben und je 3 Probenpositionen. Fur Polystyrol-Nanopartikel mit einem
Durchmesser von 570 nm wird die Verschiebung des Peaks im Wellenlangenbereich von 400 -
600 nm in Luft und PBS dargestellt. Fir Polystyrol-Nanopartikel mit einem Durchmesser von

190 nm wird die Verschiebung des Peaks zwischen 200-300 nm und 300 — 400 nm im Medium
Luft dargestellt. Die Nanopartikel sind nasschemisch metallisiert. Das Glas-Substrat ist mit 5 nm
Titan und 100 nm Gold bedampft. 99
Abb. 87: Links: Winkelabhangigkeit der Verschiebung in Luft (schwarz) und PBS (rot) infolge
der Fibrinogenadsorption auf nasschemisch metallisierten SiO,-Nanopartikelfilmen (Durchmesser
=540 nm) auf 100 nm Gold gemittelt aus je 5 verschiedenen lateralen Probenpositionen fiir jeden
Winkel. Die maximale Verschiebung wurde bei 38° detektiert. Rechts: Kinetik der Fibrinogen-
Adsorption auf nasschemisch metallisierten Nanopartikelfilmen aus Polystyrol (schwarze Kurve
entspricht dem Durchmesser 190 nm, rote Kurve 570 nm,) und aus Silika (blaue Kurve 540 nm,).
Als Substrat wurde Glas, das mit 100 nm Gold bedampft war eingesetzt. Die Detektion erfolgte
unter dem magischen Winkel. 100
Abb. 88: Links: Schematische Darstellung der Referenz, Probe und dem dreidimensionales
Modell aus kubisch angeordneten Wiirfeln (3D Darstellung nach ?*®) Rechts: REM-Aufnahme
der mit SURMOFs beschichteten Kern-Schale Nanopartikeloberflache. 101
Abb. 89: Links: Extinktionsspektren der mit unterschiedlich dicken HKUST-1 beschichteten
Nanopartikelfilme. Rechts: Vergleich der Reproduzierbarkeit der Extinktionsspektren der
Nanopartikelfilme, nach einer Beschichtung mit unterschiedlich dicken HKUST-1

Geruststrukturen. 102
Abb. 90: Schematische Darstellung I. des Versuchsaufbaus, II. der Probe ohne SURMOF-
Beschichtung, Ill. der Probe mit SURMOF-Beschichtung, IV. der Pyridin-Molekile in den
Poren. 103

Abb. 91: Links: Extinktionsspektren des Sensors ohne SURMOF-Beschichtung bei
Reaktionszeiten von 1 min, 60 min und 120 min mit Pyridindampf bei 35°C. Rechts:
Extinktionsspektren des Sensors mit 50 nm HKUST-1-Beschichtung bei Messung im Eisbad. Die
dargestellten Messzeiten sind 0 min und 51 min. Die Resonanzlagen sind unveréandert. 103
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Abb. 92: Links: Messung der Diffusion (schwarze Kurve) und Anpassung mit Langmuir-Modell
(rote Kurve). Bei einer Messung utber Nacht bei 35 °C erwartet man infolge der Berechnung eine
Verschiebung von 62 nm. Bei der Messung wurde nach 150 min das Pyridin-Reservoir entfernt
und die Diffusion des Pyridins aus den Poren beobachtet. Rechts: Extinktionsspektren vor dem
Kontakt mit Pyridin (schwarze Kurve), nach sechs Stunden Eindiffundieren bei einer
Konzentration von 1,82 mol/m*® (rote Kurve) und nach einer Stunde Ausdiffundieren (blaue Kurve).
104
Abb. 93: Verschiebung der Peaks im Extinktionsspektrum von Nanopartikelfilmen, die mit
unterschiedlich dicken HKUST-1-SURMOFs beschichtet sind. Die Dicke der Gerlststruktur
betragt im Fall von I. wenige Nanometer, Il. 50 nm (zweite Messung), Ill. 200 nm und IV. 300 nm.
Die Inkubationszeit betrégt jeweils 60 Stunden. 105
Abb. 94: Verschiebung der Peaks im Extinktionsspektren von Nanopartikelfilmen, die mit 50 nm
dicken HKUST-1-Geruststruktur (I. und II.) und einem SURGEL-Film (lll. und 1V.) beschichtet
sind, bei Messung unter Flissigkeit. I. und Ill. ist der Vergleich zu Beginn der Messung und nach
einer Eintauchzeit von 58 min, in Il. und IV. ist die Verschiebung der Peakmaxima als Funktion
der Zeit dargestellt. Die Messung erfolgt unter einem Reflexionswinkel von 0°. Nach 30 min wird
fur die Probe mit SURMOF-Beschichtung ein konstanter Wert erreicht. 106
Abb. 95: Extinktionsspektren von Nanopartikelfilmen, die mit einer SURGEL-Geruststruktur
beschichtet sind im Medium Luft unter einem Lichteinfall parallel zur Probennormalen. Schwarze
Kurve: Extinktionsspektrum vor dem Eintauchen in Wasser Blaue Kurve: Extinktionsspektrum
nach dreistindigem Kontakt der Probe mit Wasser und Trocknen an Luft Rote Kurve:
Extinktionsspektrum nach dem Trocknen an Luft und zuséatzlichem Trocknen im Stickstoffstrom.
Die Verschiebung der Resonanz betrégt 9 nm ins Blaue. Ein Teil des SURMOF-Films st sich
unter Wasser ab. 107
Abb. 96: Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme einer DVD vor der Adsorption von Nanopartikeln
I. und nach der Adsorption von Nanopartikeln in niedriger Il. und hoher Dichte Ill. sowie die
schematische Darstellung des Probenaufbaus IV. 108
Abb. 97: Extinktionsspektren einer mit Gold metallisierten DVD mit Plastikabdeckung vor der
Adsorption von Nanopartikeln (schwarze Kurve), nach der Adsorption von Nanopartikeln auf der
DVD (rote Kurve), Extinktionsspektrum des Nanopartikelfilms auf einem flachen Goldsubstrat
(blaue Kurve) und berechnete Summe (magenta). Die Aufnahmen erfolgten im Medium Luft unter
Lichteinfall parallel zur Probennormalen. 109
Abb. 98: Extinktionsspektrum der DVD ohne Plastikabdeckung. Die Oberflache wurde mit 100
nm Gold besputtert. Die Detektion erfolgt unter einem Lichteinfall parallel zur Probennormalen im
Medium Lulft. 109
Abb. 99: Extinktionsspektrum der CD mit Plastikabdeckung. Die Oberflache wurde mit 200 nm
Gold besputtert. Die Detektion erfolgt unter einem Lichteinfall parallel zur Probennormalen im
Medium Luft. 110
Abb. 100: Links: Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme der Nanopartikeldoppellage. Rechts:
Extinktionsspektrum einer Nanopartikelmonolage (schwarz) und Doppellage (rot). Die Detektion
erfolgt unter einem Lichteinfall parallel zur Probennormalen im Medium Luft. 110
Abb. 101: Extinktionsspektrum des kombinierten Sensors aus Nanopartikelfiim und DVD-
Substrat unter Flussigkeit. Der Sensor befindet sich in Kontakt mit der Proteinlésung. Dargestellt
sind die Spektren mit unterschiedlichen Reaktionszeiten (schwarze Kurve 0 s, blaue Kurve
1000 s, rote Kurve 1500 s und griine Kurve 2000 s). Die Detektion erfolgte unter dem magischen
Winkel des Nanopartikelfiimes. 111
Abb. 102: Selbstorganisation von Polystyrol-Nanopartikeln mit einem Durchmesser von 6 um auf
mit 100 nm Gold metallisierten Lochstrukturen mit unterschiedlichem Loch-Radius und
Mittelpunktabsténden. 112
Abb. 103: A.: Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme von Lochstrukturen, die mit einem Silika-
Nanopartikelfiim bedeckt wurden. Der Partikelibertrag erfolgte mit Floating. B.: Oberflache aus
A. nach Abwischen der Partikel mit einem Tuch. C.: Der Partikelibertrag erfolgte mit Floating auf
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Lochstrukturen, deren Lécher mit Polystyrol-Nanopartikeln besetzt sind. Die Polystyrol-
Nanopartikel liegen unter den Silika-Nanopartikeln. Die Probe wurde anschlieend mit einem
Tuch abgewischt. Der Durchmesser der Polystyrol-Nanopartikel betragt 6 um. Die Silika-
Nanopartikel haben einen Durchmesser von 540 nm. 112
Abb. 104: I.: Extinktionsspektrum von Lochstrukturen mit unterschiedlichem Durchmesser D
und Lochabstand A ohne Nanopartikel. Stellvertretend fur Strukturen mit homogenem
Nanopartikelfilm nach Abwischen der Nanopartikel wurde die Struktur D = 10 pm und A =4 um
(rote Kurve) dargestellt. Il.: Transmissionsspektrum vor (schwarz) und nach (rot) der Adsorption
von Fibrinogen auf der Struktur D = 10 um und A =4 um. lll.: Extinktionsspektren der
Lochstrukturen D = 7 um und A = 10 um vor der Partikeladsorption (schwarze Kurve), nach der
Nanopartikeladsorption ohne Abwischen (rote Kurve) (Abb. 103, A.) und des nasschemisch
metallisierten Nanopartikelfilms auf einem homogenen Goldfilm (blaue Kurve). IV.:
Extinktionsspektren der Lochstrukturen D = 3 um und A = 7 um mit Nanopartikel ohne Abwischen
vor (schwarz) und nach (rot) der Proteinadsorption. Die Messung erfolgte in Luft. Der Lichteinfall
ist entlang der Probennormalen. Als Referenz wurde fiir alle Spektren ein planarer Goldfilm der
Dicke 100 nm verwendet. 113
Abb. 105: Abscheidung von Nanopartikel-Clustern 114
Abb. 106: Rasterelektronenmikroskop-Aufnahmen (SE2-Detektor) der mittels
Mikrokontaktdruckens strukturierten Proben unter Verwendung eines (l.) Linienstempels und
eines (Il.) Kreisstempels. Ill. und IV. sind die entsprechenden Beugungsbilder, die man durch

Projektion des von der Probe reflektierten Strahls eines Laserpointers erhélt. 115
Abb. 107: Rasterelektronenmikroskop-Aufnahmen (SE2-Detektor) der mittels ,umgedrehten®
Mikrokontaktdruckens strukturierten Proben unter Verwendung eines Linienstempels. 116

Abb. 108: Links: Extinktionsspektrum unter einem Reflexionswinkel von 30° zur Probennormalen
der mittels Mikrokontaktdruckens strukturierten Probe und deren Sensitivitat gegeniiber
Brechungsindexanderungen in der Umgebung nach nasschemischen Metallisierung. Rechts:
Peakverschiebung infolge der Proteinadsorption auf einer mittels Mikrokontaktdruckens
strukturierten Probe mit Silika-Nanopartikeln auf 30 nm Gold auf Glas. Die Messung wurde im
Medium Luft durchgefiihrt. 116
Abb. 109: Links: Schematische Darstellung der vom KNMF gefertigten Nanostruktur
300/300/300-300 ohne Chrom als Haftvermittler. Es handelt sich um Wrfel mit einer Kantenlédnge
von 300 nm. Benachbarte Wiirfel stehen tiber 300 nm lange, 300 nm hohe und 100 nm breite
Stege in Verbindung. Rechts: Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme der Nanostruktur (ohne
Chrom als Haftvermittler). Aufgrund des Einsatzes unter wéassrigen Losungsmitteln wurde die
Nanostrukturierung partiell zerstort. 118
Abb. 110: Links: Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme der Nanostruktur 300/300/300 — 300 mit
Verbindungsstegen. Die Aufnahme erfolgte unter Verwendung des Inlens-Detektors. Die
Probenorientierungen 1 und 2 sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Rechts: Extinktionsspektrum der
Struktur. Die Detektion erfolgte unter einem Reflexionswinkel von 30° zur Probennormalen. Das
Spektrum fir die Probenorientierung 1 ist schwarz und fur Probenorientierung 2 ist rot. 119
Abb. 111: Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme der Nanostrukturen bestehend aus Quadern mit
unterschiedlicher Hohe (150 nm, 300 nm, 600 nm), die Giber 300 nm lange Stege in Verbindung
stehen. Der horizontale Quaderquerschnitt ist ein Quadrat mit 300 nm Seitenlange. 120
Abb. 112: Gemessene (links) und berechnete (rechts) optische Sensorantwort der
Nanostrukturen bestehend aus Quadern mit wirfelférmigem horizontalen Querschnitt der
Kantenlange 300 nm mit einer H6he von 150 nm (schwarz), 300 nm (rot) und 600 nm (blau), die
Uber 300 nm lange Stege in Verbindung stehen. 120
Abb. 113: Links: Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme der 300/300/300-300 Struktur ohne
Stege Rechts: Extinktionsspektren dieser Struktur unter Variation der Quaderhdhe (150 nm
(schwarz), 300 nm (rot) und 600 nm (blau)) sowie die Spektren der um den Faktor 0,5 skalierten
Struktur 150/150/150-150 (orange) und 150/150/300-150 (griin). Die Extinktionsspektren héherer
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Strukturen weisen eine grol3ere Anzahl an Peaks auf. Zusatzlich sind die Peaks scharfer. OS
steht fir ,ohne Stege“, MM bedeutet ,mit Metall“. 121
Abb. 114:; Links: Vergleich der Extinktionsspektren von wirfelférmigen metallisierten Strukturen
ohne Verbindungssteg mit Metall fir die 300 nm Wrfelstruktur und mit und ohne Metall fur die
150 nm Wiirfel. Rechts: Schematische Darstellung. 122
Abb. 115: Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme der Nanostrukturen bestehend aus mit Stegen
in Verbindung stehenden Wirfeln mit Variation der Dimensionen von 150 nm (links), 300 nm
(Mitte) und 600 nm (rechts). 123
Abb. 116: Links: Extinktionsspektren skalierter metallisierter Nanostrukturen. Abhangigkeit der
optischen Sensorantwort der Nanostrukturen bestehend aus Wirfel, die mit Stegen in Verbindung
stehen, von der Dimension der Struktur von 150 nm (griin), 300 nm (blau) und 600 nm (schwarz).
Rechts: Extinktionsspektrum nicht metallisierter Nanostrukturen. Die Strukturen sind
unterschiedlich skaliert. Zum Vergleich ist das Extinktionsspektrum eines planaren nicht
metallisierten Films der H6he 300 nm dargestellt. 123
Abb. 117: Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme der Nanostruktur bestehend aus Wrfeln mit
der Kantenlange von 300 nm, die mit unterschiedlich langen Stegen verbunden sind. Die
Steglange betragt 150 nm (links), 600 nm (Mitte) und 900 nm (rechts). 124
Abb. 118: Abhéangigkeit der Extinktionsspektren von der Verbindungssteglénge fur die
Nanostruktur 300/300/300 (lI.) im Medium Luft und 300/300/150 im Medium Luft (II.) und Wasser
(11.). Die Steglange betragt 150 nm (schwarze Kurve), 300 nm (mangane Kurve), 600 nm (rote
Kurve) und 900 nm (blaue Kurve). Der Lichteinfall ist parallel zur Probennormalen. IV.
Extinktionsspektrum eines mit 30 nm Gold metallisierten PMMA-Films der Dicke 150 nm. Die
schwarze Kurve wurde gemessen, die rote Kurve wurde mit RSOFT berechnet. Die Berechnung
und Messung stimmen beziglich der Resonanzlagen tberein. 125
Abb. 119: Links: Extinktionsspektren der 300/300/300-300 Nanostruktur mit 200 nm breiten
Stegen unter Variation des Reflexionswinkel von 30° bis 55° in 5°-Schritten zur Probennormalen
fur Probenorientierung 1. Rechts: Die Verschiebung des Peaks bei grol3en Wellenlangen im
Extinktionsspektrum in Abhangigkeit vom Reflexionswinkel im Medium Luft. 126
Abb. 120: Links: Peakposition als Funktion des Brechungsindexes fir die 150/150/150 Struktur
ohne Stege mit Metall. Rechts: Extinktionsspektren unter dem magischen Winkel von
Orientierung 1 der Nanostruktur 300/300/300-300 mit Stegen. 127
Abb. 121: Bulk-Sensitivitat als Funktion des Reflexionswinkels fiir Nanostrukturen mit
waurfelfdrmigem horizontalen Querschnitt der Kantenlange 300 nm mit (mS) und ohne
Verbindungsstegen (0S) unter H6henvariation von 150 nm (rot bzw. hellblau), 300 nm (schwarz
bzw. griin) und 600 nm (blau bzw. pink). 127
Abb. 122: Darstellung der verwendeten Geometrie zur Modellierung der Nanostruktur,
Elementarzelle und Einfallsebene. Die Ansicht ist in I. 3 dimensional, in Il. von der Seite und 111
Sicht von oben.. 128
Abb. 123: Sensitivitatstest der Struktur 300/300/300-300 mit Stegen. Links: Verschiebung der
Peaks durch Proteinadsorption, beobachtet im Medium Luft unter einem Einfallswinkel von 0° zur
Probennormalen. Rechts: Berechnete Sensorantwort vor und nach Proteinadsorption fiir die
Struktur 300300300-300 mit Verbindungsstegen. Die Berechnung erfolgte mit dem Programm
RSOFT. Die Proteinschicht wurde als Film modelliert mit einem Wellenlangen unabhéngigen
Brechungsindex von 1,38 und einer Dicke von 30 nm. Die Dicke wurde anhand von Ellipsometrie-
Messungen auf planaren Oberflachen ermittelt. 128
Abb. 124: 1.. Verschiebung der Peaks durch Proteinadsorption fir die Struktur 300/300/300-300
mit Stegen. Die Messung erfolgte im Medium Luft unter einem Einfallswinkel von 25° zur
Probennormalen. I, lll. und IV.: Dargestellt ist die Verschiebung des ersten (ll.), zweiten (lll.)
und dritten (IV.) Peaks durch Proteinadsorption als Funktion des Winkels. Es wurden die
Probenorientierungen 1 (schwarz) und 2 (rot) im Medium Luft gemessen. Die Verschiebung ist
wesentlich abhangig von der gewahlten Orientierung der Probe und dem Detektionswinkel. Die
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Maximale Verschiebung wird fuir den 2. Peak bei 20° und Probenorientierung 1 bzw. fir den 3.
Peak flur Probenorientierung 1 beobachtet. 129
Abb. 125: Links: Verschiebung der Peaks durch Proteinadsorption firr die Struktur
150/150/300-300 mit Stegen. Die Messung erfolgte im Medium Wasser unter Lichteinfall entlang
der Probennormalen. Rechts: In situ Detektion unter dem magischen Winkel. Ausgewertet wurde
der mittlere Peak, der unter dem magischen Winkel zu kleineren Wellenlangen als fir 0°
verschoben wurde. 130
Abb. 126: |.: Darstellung der Abhangigkeit der Extinktionsspektren von der Polarisator-
Einstellungen. Als Probe wurden nasschemisch metallisierte Silika-Nanopartikel untersucht. Die
dielektrischen Partikel sind auf dem Substrat hexagonal dicht gepackt angeordnet. Das Substrat
besteht aus einem Glasobjekttrager, der mit 5 nm Titan und 100 nm Gold bedampft ist. II.:
VergroRerter Ausschnitt des markierten Bereichs von 1. 1ll.: Extinktion bei 750 nm in Abhangigkeit
von der Polarisator Einstellung. Die Messungen erfolgen unter einem Reflexionswinkel von 55,6°,
dem Brewster-Winkel von Glas, zur Probennormalen im Medium Luft. 131
Abb. 127: Darstellung der Abhangigkeit der Extinktionsspektren der KNMF-Strukturen von der
Polarisation des Lichtes. Dargestellt sind die Extinktionsspektren der Strukturen |. 300/300/300-
150 mit Stegen und Il. 150/150/300-150 ohne Stege. Die schwarzen Kurven sind bei s-
polarisiertem Licht aufgenommen, die roten Kurven bei p-polarisiertem Licht und die blaue Kurve
bei nicht polarisiertem Licht. 131
Abb. 128: Polarisationsabhangigkeit der Extinktionsspektren der Strukturen 300/300/300-300
(links) und der doppelt so hohen Struktur 300/300/600-300 (rechts). Die Sensorantwort eines

200 nm dicken PMMA-Films, der mit 30 nm Gold bedeckt ist wurde berechnet. 132
Abb. 129: Extinktionsspektren vor und nach der Adsorption von Alkanthiolen: I. Butanthiol, II.
Dodekanthiol 1ll. Oktadekanthiol. 134

Abb. 130: Oben: Schematische Darstellung der Referenz fiir die Extinktionsaufnahmen (1.)
sowie der Probe vor (Il.) und nach (l11.) der Adsorption des Alkanthiol-SAMs. Es werden
Alkanthiole mit unterschiedlicher Kettenlange eingesetzt. Unten: IV.: SPR-Imaging-Spektren
von Alkanthiolen mit unterschiedlicher Kettenlange an je zwei verschiedenen Probenpositionen.
Die Auswertung erfolgte mit dem Programm HAUTE_CUISINE von Dr. J. Wagner. Die
Integrationszeit betrug 2 s. Alle 5 nm wurde ein Bild gespeichert. V.: Plot der Intensitat der SPR-
Aufnahme bei 900 nm als Funktion der Peakverschiebung in den Extinktionsspektren. Letztere
wurden mit dem UV-VIS-Aufbau fiir senkrechten Lichteinfall gemessen. Alle Messungen erfolgten
in Medium Luft. Der Zusammenhang ist linear. 134
Abb. 131: Links: Beispiel einer SPR-Imaging Aufnahme des Peptidarrays (hier 700 nm).
Rechts: SPR-Imaging-Spektren von Peptidspot (schwarze Kurve) und Hintergrund (rote Kurve).
Der Hintergrund ist der Nanopartikelfilm ohne Peptid. Die Intensitat wird gemessen in
Grauwerten. Aus der abgelesenen Intensitatsdifferenz zwischen Spot und Hintergrund bei 900 nm
kann die absorbierte Massendichte bestimmt werden. 135
Abb. 132: a) Schemazeichnung der elektronenstrahllithographisch hergestellten Struktur, b)
vergroéRertes Bild von a). c) Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme der nasschemisch
metallisierten mittels Elektronenstrahllithographie hergestellten Wurfel mit der Kantenlangen 600
nm, die Gber genauso lange aber nur ein Drittel so breite Stege in Verbindung stehen, d)
vergrof3ertes Bild von c). 136
Abb. 133: Links: Dargestellt ist die Weitfeldaufnahme der elektronenstrahllithographisch
hergestellten Struktur. Der weild umrandete Bereich ist in Abb. 134 dargestellt. Sieben
Strukturlangen, gemessen in drei verschiedenen lateralen Bildbereichen ergaben im Mittel (65,80
+ 0,74) Pixel, das entspricht 600,20 + 5,66 nm pro Einzelstruktur. Rechts: Intensitatsverteilung
des Weitfeldbildes entlang der x-Koordinate. Die Modulation der Intensitat entspricht dem
Abstand benachbarter Stegmittelpunkte (1,2 pm). 137
Abb. 134: Dargestellt ist a) die Lokalisationsaufnahme, b) die Uberlagerung aus Weitfeld- (griin)
und Lokalisationsaufnahme (orange) der mit Alexa 647 markierten elektronenstrahllithographisch
hergestellten Strukturen und c) der vergro3erte Bildausschnitt. Als Einbettmedium wurde
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ProLong®Gold verwendet. Die Integrationszeit betrug 227 ms. Es wurde ein Bildstapel aus 10000
Einzelaufnahmen gemessen. Die maximale Intensitét von 212 mW wurde mit Filter 5
abgeschwacht. Die Auswertung erfolgte mit Schwellwert 4. d) Histogramm der
Lokalisationsgenauigkeit aller Ereignisse. 137
Abb. 135:; Darstellung der detektierten Fluoreszenzereignisse vor (I.) und nach (11.)
automatischer Driftkorrektur. Ill. und 1V. sind vergro3erte Ausschnitte, je markiert mit einer roten
bzw. blauen Box, aus I. Die Bilder V. und VI. sind entsprechende VergréRerungen aus Il 138
Abb.136: Links: Weitfeld- (griin) und Lokalisationsaufnahme (rot) der mit Alexa 647 markierten
elektronenstrahllithographisch hergestellten Strukturen. Fur die Auswertung wurde der
Schwellwert 2 gewéhlt. Rechts: Histogramm der Lokalisationsgenauigkeit der einzelnen
Fluoreszenzereignisse. 139
Abb. 137: |. REM-Aufnahme der um den Faktor 2 herabskalierten Struktur Il. Weitfeld-
Aufnahme und Ill. Lokalisations-Aufnahme der um den Faktor 2 herabskalierten Struktur. Die mit
roten und blauen Kasten markierten Bereiche sind in IV. und V. vergrof3ert. 140
Abb. 138: Dargestellt ist die normierte Intensitatsverteilung der Weitfeld- (1.) und
Lokalisationsaufnahme (ll.) als Funktion der x-Koordinate. Die Intensitatswerte der einzelnen
Pixel wurden hierzu fir festgehaltene x-Koordinate der Bilder summiert. Die Halbwertsbreite der
Modulation der Intensitat aus der Lokalisationsaufnahme von (217 + 29 nm) ist kleiner als der
entsprechende Wert aus den Weitfeldaufnahmen (401t 84 nm). Der Peak-zu-Peak-Abstand im
Intensitatsplot I. der Weitfeldaufnahme ist 590,0 £ 9,4 nm und im Intensitatsplot Il. der
Lokalisationsaufnahme ergeben sich 603,3 £ 9,8 nm. 141
Abb. 139: Vergleich der Dichteverteilung der Goldnanopartikel auf den Verbindungsstegen der
Struktur (links), dem Zentrum der Wrfel (Mitte) und der Substratoberflache zwischen den
Quadern (rechts). Alle REM-Bilder sind VergréRerungen der Abb. 132 (d). 141
Abb.140: Links: Weitfeld-Aufnahme der mit Alexa647-Molekilen markierten Kern-Schale-
Nanopartikel. Rechts: Extinktionsspektrum vor (schwarze Kurve) und nach (rote Kurve) der
Adsorptionvon Alexa647-Molekilen. 142
Abb. 141: Links: REM-Aufnahme der Oberflache mit zuféllig angeordneten Goldnanopartikeln
nach 10 s Plating. Rechts: Weitfeld-Bild (grtin) Uberlagert mit der Lokalisationsaufnahme (rot)
der mit Alexa 647 markierten Strukturen. Als Einbettmedium wurde ProLong®Gold verwendet.
Die Messung erfolgt bei einer Laserleistung von 60 mW und Integrationszeit von 100 ms. Es
werden 500 Einzelaufnahmen gespeichert. 143
Abb. 142: Dargestellt ist die Fluoreszenzemission als Funktion der Zeit fur eine feste x-, y-, z-
Position. Es werden 1000 Bilder mit einer Integrationszeit von 100 ms aufgenommen. Es handelt
sich um ein Molekil oder wenige Molekile. (Frame = Anzahl der Einzelaufnahmen). Die rot
markierten Peaks entsprechen den vom Auswertungsprogramm erkannten
Fluoreszenzereignissen. 144
Abb. 143: Das Histogramm zeigt die Lokalisationsgenauigkeit fur fluoreszierende Ereignisse. Die
mittlere Lokalisationsgenauigkeit betragt 23,8 nm. Die mittlere Anzahl an Photonen ist 7739 + 182
pro Ereignis. 144
Abb. 144: Dargestellt ist das Emissionsverhalten von Tetrachlorgoldséaure (schwarz) und der
Seeding-L6sung (rot). Die Fluoreszenzmessung erfolgte in der Gruppe von Prof. Dr. Dirk-Peter
Herten mit dem Cary Eclipse Fluoreszenz Spektrophotometer (Varian, Darmstadt). 145
Abb. 145: Links: REM-Aufnahme der hexagonal nanostrukturierten Oberflache, die mittels
Blockcopolymer Mizellarer Lithographie hergestellt wurde. Der mittlere Abstand zwischen
benachbarten Partikeln betréagt 38 nm. Der Partikeldurchmesser ist 8 nm £ 2 nm. Rechts:

Aufbau der Probe: Es wird ein Platzhalter an die Goldnanopartikel adsorbiert und an diesen
Alexa647-Molekile in alkalischem Puffer (hohe Reaktionsgeschwindigkeit) gebunden. Die
Partikelzwischenrdume werden passiviert. 146
Abb. 146: Lokalisationsaufnahme der mit Alexa 647 markierten Strukturen rekonstruiert aus
1000 Einzelaufnahmen. Die Integrationszeit betrug 100 ms. Der mit einem gelben Rechteck
gekennzeichnete Bereich ist rechts vergroRert dargestellt. Die mit Zahlen markierten gelben
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Kreise sind in den Bildern (1. - 4.) vergrof3ert. Die mittlere Lokalisationsgenauigkeit betragt 14 nm.
Im Rahmen der Messgenauigkeit entspricht der beobachtete Abstand der Fluoreszenzsignale an
wenigen Stellen dem Abstand der Goldnanopartikel. 147
Abb. 147: Links: Histogramm der Lokalisationsgenauigkeit gemittelt aus 3 Messungen an
verschiedenen lateralen Probenpositionen. Rechts: Anzahl der Photonen fir eine feste x,y,z-
Position als Funktion der Gesamtaufnahmendauer. Der rot markierte Peak entspricht dem vom
Auswertungsprogramm erkannten Fluoreszenzereignis. 147
Abb. 148: Aufbau der Probe (links): Es wurde ein HA Epitop an die Goldnanopartikel adsorbiert
und an diesen ein anti-HA IgG Antikérper, der mit dem Farbstoff ATTO680 markiert war
gebunden. Der Partikelabstand ist 70 nm und Partikeldurchmesser 20 nm. Die
Partikelzwischenraume wurden passiviert. Die Lokalisationsaufnahme (rechts) zeigt die lateralen
Positionen der mit Farbstoffmolekilen markierten Antikorper. 148
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