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1 Einleitung

Im Zuge der fortschreitenden Weiterentwicklung auf dem Sektor der Elektronik wurde in
den letzten Jahren sukzessive die Leistungsfähigkeit durch Erhöhung der Integrationsdich-
ten verbessert. Bis heute hat das Mooresche Gesetz [1,2], welches die Verdopplung der
Transistordichte und die damit verbundene Steigerung der Leistung alle zwei Jahre progno-
stiziert, nicht seine Gültigkeit verloren. Prognosen [3,4,5] beschreiben die Weiterentwicklung
der CMOS-Technologie unterschiedlich. So ist die nach dem Mooreschen Gesetz erst für
2005 erwartete Überschreitung der 100 nm Grenze für die Strukturbreiten in der Halbleiter-
fertigung von Intel mit 90 nm bereits 2004 erreicht worden. Die eigentliche Gateelektroden-
länge beträgt bei einer Siliziumoxid-Schicht von 1.2 nm nur 50 nm [6,7]. AMD integrierte
die 90 nm-Technologie Ende 2004 in seine Prozessor-Produktion [8,9,10] und geht damit
ebenfalls den Erwartungen voraus. Analoge Beispiele zur Prozessortechnik lassen sich auch
auf dem Gebiet der elektronischen Speichertechnik �nden. IBM stellte bereits eine Spei-
cherzelle in der erst für 2013 erwarteten 32 nm-Technik durch Kombination aus optischer
und Elektronenstrahl-Lithographie vor [11]. Bei In�neon wurde eine Flash-Speicherzelle ent-
wickelt, die auf einer 8 nm schmalen Siliziumnitrid-Schicht zwischen zwei 20 nm breiten
Gate-Elektroden basiert [12].
Trotz dieser stetigen Weiterentwicklungen der Halbleiterstrukturen, z. B. durch Verbesse-
rung der Lithographietechnik (z. B. UV-Lithographie), wird die Entwicklung in Zukunft
an ihre physikalischen Grenzen stoÿen [14]. Die Forschung auf dem Gebiet der Nanopar-
tikel [15,16,17,18,19,20,21,22] bietet eine Alternative zur Halbleitertechnologie und damit
möglicherweise einen Ausweg aus der vermeintlichen Sackgasse. Nanopartikel und aus ihnen
erstellte Assemblate zeigen besondere optische sowie elektronische Eigenschaften bei einer
Gröÿe von nur wenigen Nanometern.
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1 Einleitung

Abb. 1.1: Erweiterte Prognose bis zum Jahr 2020 der mit der Integrationsdichte ver-
bundenen Strukturgröÿe in Halbleiterbausteinen (nach [13]).

Gold-Nanopartikel können beispielsweise einzelne Elektronen bereits bei Raumtemperatur
speichern [23,24], da die Au�adungsenergie EC = e2/2C (e ist die Elementarladung, C die
Kapazität des Partikels) wesentlich gröÿer als die thermische Energie ist (EC � kBT , siehe
auch Kapitel 2.1.3.1, Seite 6). Hierfür müssen die Kapazitäten sehr klein sein, womit sich der
Trend zu immer kleineren Strukturen erklärt. Mittels Nanopartikeln, die die erforderliche
Gröÿe aufweisen, lieÿen sich Einzel-Elektronen-Transistoren aufbauen, die deutlich e�zien-
ter arbeiten. Die Funktion solcher Einheiten ist bereits in einer Vielzahl von Experimenten
mittels Rastertunnelmikroskopie bzw. -Spektroskopie nachgewiesen worden [23,25,20,26,24].
Darüber hinaus widmen sich bereits Arbeiten [27,28] der gezielten Anordnung und Adres-
sierung solcher Systeme mit dem Ziel, diese in Zukunft einer industriellen Nutzung zuzufüh-
ren. Hierbei sollen die chemischen Eigenschaften der Partikel-stabilisierenden Ligandhüllen
durch Selbstanordnung (Self-Assembly) ausgenutzt bzw. gegebenenfalls modi�ziert werden,
um entsprechende funktionelle Strukturen einfach herstellen und elektrisch adressieren zu
können.
DNA (Desoxyribonucleic Acid) könnte sich hier als hilfreiches Werkzeug erweisen. Als ein
Biopolymer mit sequenziellem Aufbau eignet es sich zur Überbrückung bzw. Anbindung

2



1.1 Problemstellung

sowohl im Nanometer- als auch im Mikrometerbereich. Die Basensequenz kann zudem zur
Subnanometer genauen Adressierung innerhalb des Moleküls verwendet werden.
DNA wurde in einigen Arbeiten bereits als Templat für die Herstellung von Nanodrähten
und elektronischen Bausteinen verwendet (siehe Kapitel 2.3.3 und 2.3.4).

1.1 Problemstellung

Diese Arbeit umfasst, Bezug nehmend auf die in der Einleitung beschriebene Problematik
des Aufbaus elektronisch nutzbarer Elemente, die Synthese und Charakterisierung ein-, zwei-
und dreidimensionaler DNA/Gold-Nanopartikel-Hybridstrukturen, in denen DNA als struk-
turvorgebender Baustein fungiert. Ein wesentlicher Schwerpunkt wird dabei auf die Charak-
terisierung solcher Assemblate gesetzt, da diese eine Herausforderung an die verfügbaren ab-
bildenden und spektroskopischen Methoden (Rasterkraft-, Rastertunnel-, Rasterelektronen-
und optische Mikroskopie sowie UV/Vis-Spektroskopie) stellen. Sowohl die Partikel selbst
als auch die Assemblate liegen im Gröÿenbereich der derzeitigen Au�ösungsgrenzen.
Ebenfalls wird die Synthese eindimensionaler Aggregate aus Nanopartikeln mit DNA als
Templat behandelt. Diese soll zum einen durch Reduktion einer Metallsalzlösung und zum
anderen durch die Anbindung ex-situ synthetisierter Metall-Nanopartikel entlang der DNA-
Stränge erreicht werden, so dass im zweiten Fall nur Partikel gewünschter Gröÿe angelagert
werden. Für diese Anlagerung wird auf einen Platin-Komplex zurückgegri�en, der selektiv
an gewisse Sequenzabschnitte in der DNA bindet, was zusätzlich den Vorteil der ortsselek-
tiven Metallisierung bietet.
Die aus DNA-immobilisierten und -vernetzten Gold-Nanopartikeln∗ hergestellten zweidi-
mensionalen Aggregate werden hinsichtlich ihrer Struktur und optischen Eigenschaften cha-
rakterisiert. Mit Hilfe der UV/Vis-Spektroskopie lassen sich beispielsweise Aussagen über
die elektronische Kopplung der Partikel, die Bescha�enheit ihrer Umgebung und die Abstän-
de zueinander tre�en [29,30,31,32,33]. Die gesammelten strukturellen und optischen Daten
sollen schlieÿlich untereinander auf einen möglichen Zusammenhang hin untersucht werden.

∗Kooperation im DFG Schwerpunkt 1072 mit Prof. Dr. C.Niemeyer, Universität Dortmund
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2 Grundlagen

2.1 Eigenschaften von Metall-Nanopartikeln

2.1.1 De�nition von Nanopartikeln

In der Literatur werden kleine Metallpartikel als Cluster bzw. Kolloide bezeichnet. In der
De�nition nach Cotton besteht ein Metallcluster aus drei oder mehr Metallatomen, die
untereinander mit mindestens zwei Metall-Metall-Bindungen verknüpft sind [34]. Cluster mit
bestimmten Atomzahlen wie 13, 55 und 147 zeigen dabei eine besonders hohe Stabilität, die
auf der abgeschlossenen Schalenstruktur basiert. Diese Atomzahlen werden auch magische

Zahlen und die Partikel Full-Shell-Cluster genannt (siehe Abbildung 2.1) [35,36].

Abb. 2.1: (von links nach rechts) Atom und Full-Shell-Cluster mit 13 bzw. 55 Atomen.

Magische Zahlen lassen sich nach Gleichung 2.1 aus der Anzahl der Schalen berechnen. Ein
einschaliger Cluster besteht demnach aus 1 + 12 = 13 Atomen (1 Kernatom, 12 Atome in
der ersten Schale).
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2.1 Eigenschaften von Metall-Nanopartikeln

M = 1 +
∑

l

(10l2 + 2) (2.1)

M : Atome im Cluster
l : Anzahl der Schalen

Sehr groÿe Cluster werden auch als Kolloide bezeichnet und sind ab ca. 300 nm Durchmesser
mit einem guten Lichtmikroskop sichtbar [35].
Die Abgrenzungen zwischen Clustern und Kolloiden sind mitunter �ieÿend und abhängig
vom jeweiligen Autor. In dieser Arbeit sollen sie unter dem Begri� Nanopartikel zusammen-
gefasst werden, da ihre charakteristischen Eigenschaften auf ihre Gröÿe im Nanometerbereich
zurückgehen.

2.1.2 Synthese

Eine der ersten Synthesen kleiner Goldpartikel wurde 1857 von Faraday beschrieben [37,
38]. An der Herstellungsweise, d. h. der Reduktion einer Metallsalz-Lösung, hat sich bis heute
kaum etwas geändert, und sie liegt den Synthesen in dieser Arbeit zu Grunde. So werden
beispielsweise Gold-Nanopartikel durch Reduktion einer Goldsalz-Lösung mit Natriumcitrat
erzeugt (siehe Abbildung 2.2). Dabei dient das Citrat nicht nur als Reduktionsmittel sondern
auch als stabilisierender Ligand.

Abb. 2.2: Reaktionsschema der Synthese von Citrat-stabilisierten Gold-Nanopar-
tikeln.

Über Reduktionsmittel, Reduktionszeit sowie die Menge an Ligand lassen sich die Partikel-
durchmesser beein�ussen und Partikel über einen weiten Gröÿenbereich erzeugen.
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2 Grundlagen

2.1.3 Einzelelektronentransistor und Quantum Cellular Automata

Während die Valenzelektronen im Metallatom diskrete Energieniveaus besitzen, be�nden
sie sich im Volumenmetall in Energiebändern. Nanopartikel liegen in einem Übergangs-
bereich zwischen Atom und makroskopischen Festkörper, was zur Folge hat, dass Metall-
nanopartikel besondere physikalische Eigenschaften, wie beispielsweise einen verringerten
Schmelzpunkt [39] und verringerte magnetische Suszeptibilität [40], aufweisen. Insbesonde-
re die damit ebenfalls verbundenen elektronischen Eigenschaften, hervorgerufen durch die
endliche Anzahl an Ladungsträgern, sind hier von besonderem Interesse. Ein E�ekt, der im
Folgenden näher erläutert werden soll, ist das Single Electron Tunneling (SET).

2.1.3.1 Single Electron Tunneling und Einzelelektronentransistor

Bringt man kleine Nanopartikel zwischen zwei Elektroden, z. B. zwischen die Spitze eines
Rastertunnelmikroskops und einem metallischen Substrat, lässt sich der SET-Prozess be-
obachten [20,41]. Im Metall wird die Leitung durch Ladungsträger erzeugt, die in einem
Potentialgefälle kontinuierlich �ieÿen. In Nanopartikeln ist die Anzahl dieser Ladungsträger
endlich und abhängig von der Partikelgröÿe. Damit kann ein Partikel nur eine bestimmte
Anzahl an Elektronen aufnehmen bzw. wieder abgeben. Ist der Partikeldurchmesser klein
genug, d. h. ist die Kapazität klein, kann die Anzahl der Elektronen bis auf ein Einzel-
nes beschränkt werden. In diesem beschriebenen Übergangsbereich ist die Lokalisierung der
Elektronen temperaturabhängig, so dass folgende Bedingungen erfüllt sein müssen:

� Der Tunnelwiderstand RT ist gröÿer als der Quantenwiderstand Rq.

RT � Rq =
h

e2
= 25.8 kΩ (2.2)

RT : Tunnelwiderstand
Rq : Quantenwiderstand
h : Plancksche Konstante
e : Ladung eines Elektrons

� Die Au�adungsenergie EC , die notwendig ist, um ein zusätzliches Elektron zu einem
Partikel hinzuzufügen, ist gröÿer als die thermische Energie ET .
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2.1 Eigenschaften von Metall-Nanopartikeln

EC =
e2

2Ceff

� kBT = ET (2.3)

EC : Ladung eines Elektrons
Ceff : e�ektive Kapazität
kB : Boltzmann-Konstante
T : Temperatur

Die e�ektive Kapazität Ceff setzt sich dabei nach Gleichung 2.4 aus der Eigenkapazität CP

eines Partikels und der Kontaktkapazität CK zusammen [42]∗.

Ceff =
√

C2
P + 4CKCP (2.4)

CP = 2πε0εmd (2.5)

CK = ε0εm
A

s
(2.6)

CP : Kapazität des Partikels
CK : Kontaktkapazität
ε0 : elektrische Feldkonstante
εm : Permittivität des umgebenden Mediums
d : Partikeldurchmesser
A : Partikel�äche
s : Abstand zum nächsten Kontakt

Die Kapazitäten von Nanopartikeln liegen im Bereich von C≈ 10-19F [21]. Ihre Au�adungs-
zeit ist mit 10-11 s deutlich länger als die Tunnelzeit. Wenn allerdings Cluster die Brücke
zwischen den Elektroden bilden, liegen diese Zeiten wesentlich näher beieinander [43,15,44].
Anwendung �ndet das SET beispielsweise in einer Transistoranordnung aus drei Elektroden
um ein Nanopartikel (siehe Abbildung 2.3).
Für einen Schaltvorgang in einem solchen Transistor genügt bei entsprechend kleinem Par-
tikel ein Elektron, während konventionelle auf Silizium basierende Strukturen derzeit etwa

∗Da εm eine frequenzabhängige Gröÿe ist, wird hier der Begri� Permittivität verwendet. Die mitunter
gebräuchlichere Bezeichnung dielektrische Konstante ist in diesem Fall nicht korrekt. Bei der im weite-
ren Verlauf folgenden Beschreibung der optischen Eigenschaften von Nanopartikeln wird, da dort ein ein-
geschränkter Frequenzbereich betrachtet wird, die in der Literatur verwendete Bezeichnung dielektrische
Konstante bzw. Funktion verwendet.
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2 Grundlagen

Abb. 2.3: Schema eines SET-Transistors.

104 mehr Elektronen benötigen, d. h., dass durch den Einsatz von Nanopartikeln wesentlich
e�zientere, Strom sparende und kleinere Schaltstrukturen möglich werden könnten [22].

2.1.3.2 QCA

Neben dem Einsatz von Nanopartikeln als Transistoren ist ein weiteres mögliches Anwen-
dungsgebiet ihre Verwendung in zweidimensionalen Netzwerken zum Aufbau logischer Schal-
tungen. Diese werden durch Anordnung einzelner Zellen aufgebaut, die durch vier Partikel
gebildet werden (Abbildung 2.4 A).

Abb. 2.4: (A) Schema einer Zelle (E1 - E4: Elektroden, C1 - C4: Nanopartikel). (B) Zel-
len mit den Zustand JA und NEIN (1 bzw. 0). (C) AND/OR-Schaltung
aus fünf Zellen (F1 - F3: Eingänge, A1: Antwort).

In der Anordnung in A wird beispielsweise über die Elektrode E1 auf C1 ein Elektron über-
tragen. Durch die Nähe zu C1 und den damit verbundenen abstoÿenden Kräften sind die
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2.1 Eigenschaften von Metall-Nanopartikeln

Positionen C2 und C3 für ein zweites Elektron ungünstig, welches daher Position C4 ein-
nimmt. Die Belegung mit zwei Elektronen in Abbildung 2.4 B entspricht einem Bit (Zustand
JA/NEIN bzw. 1/0) und eine solche Zelle wird als Quantum Cellular Automata (QCA)
bezeichnet [45,46,47,48,49,50]. Das Hinzufügen eines dritten Elektrons auf C1 führt nach
dem Dominoe�ekt zum Wechsel der Positionen in der Zelle und damit zum Zustandswech-
sel von 0 auf 1 bzw. 1 auf 0. Das überschüssige Elektron wird über E4 abgegeben.
So lassen sich gezielt Elektronen steuern oder Speicher- und Schaltkreissysteme aufbauen.
Durch kreuzförmige Kombination fünf solcher Zellen wird eine and/or-Schaltung gebildet
(Abbildung 2.4 C), indem drei Zellen (F1 − F3) den Eingang und die verbleibende Zelle den
Ausgang A1 bilden. Die mittlere Zelle fungiert dabei als logisches Zentrum. Ein Schaltvor-
gang erfolgt beispielsweise bei F1 andF2 orF3 und wird über A1 ausgegeben.

Um solche Zellen oder Schaltungen aufbauen zu können, ist eine genaue Positionierung der
Partikel notwendig. Inwieweit sich geordnete Strukturen mit DNA aufbauen lassen, soll
unter anderem in dieser Arbeit untersucht werden.

2.1.4 Optische Eigenschaften

Eine erste Beschreibung der elektrodynamischen Eigenschaften kleiner sphärischer Partikel
wurde 1908 durch G. Mie durch Anwendung der Maxwellschen Gleichungen aufgestellt.
Die Hauptparameter hierbei sind die Partikelgröÿe, die dielektrischen Funktionen des Par-
tikelmaterials sowie des umgebenden Mediums [29].
Bei der Betrachtung und Beschreibung der Eigenschaften von Nanopartikeln unterschei-
det man zunächst zwischen groÿen und kleinen Partikeln. Die Grenze liegt abhängig vom
Partikelmaterial bei etwa 20 nm Durchmesser. Kleine Partikel werden in ihren Merkmalen
im Wesentlichen durch ihre intrinsischen Eigenschaften bestimmt, d. h., dass das Partikel-
material und die Bescha�enheit der Ober�äche dominieren. Das Partikelmaterial bzw. die
Materialeigenschaften selbst sind zwar ebenfalls gröÿenabhängig, dennoch soll von extrin-

sischen Eigenschaften unterschieden werden, wie beispielsweise Lichtstreuung oder Bildung
von Multipolen, die in groÿen Partikeln ab einer charakteristischen Gröÿe erzeugt werden.
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2 Grundlagen

2.1.4.1 Polarisierbarkeit und Plasmonenresonanz von Metallpartikeln

Für die Betrachtung der dipolaren Eigenschaften kleiner, sphärischer Partikel sollte die
Wellenlänge λ des einfallenden Lichts wesentlich gröÿer als der Durchmesser d sein, damit
von einem quasi-statischen Zustand ausgegangen werden kann. Andernfalls ergäbe sich eine
dynamische Veränderung über das Partikel, die in Form von Multipolen behandelt werden
müsste.
Durch die einfallende elektromagnetische Welle trennen sich im elektrischen Feld positive
und negative Ladungen, d. h. die Partikel werden polarisiert. Für das partikelinterne Feld gilt
Gleichung 2.7 und für die Polarisierbarkeit Gleichung 2.8 [29]. Beide werden dann maximal,
wenn der Betrag der Nenner ε + 2εm (aus Gleichung 2.7 und 2.8) minimal wird.

Ei = E0
3εm

ε(ω) + 2εm

(2.7)

α = 4πε0R
3 ε(ω)− εm

ε(ω) + 2εm

(2.8)

Ei : Internes Feld
E0 : Externes Feld
εm : dielektrische Konstante des umgebenden Mediums
ε(ω) : dielektrische Funktion
ω : Kreisfrequenz einer elektromagnetischen Welle
α : Polarisierbarkeit
R : Radius

In Folge der Polarisation (siehe Abbildung 2.5) entsteht eine rückstellende Kraft, welche zu
einer Oszillation der Leitungselektronen führt, die als Plasmonenresonanz bezeichnet wird.
Ihre Frequenz wird bestimmt durch Partikelmaterial, -gröÿe und -geometrie sowie durch die
umgebende Matrix.

Für den Fall einer dipolaren Anregung wird der Extinktionsquerschnitt von Partikeln un-
terhalb der charakteristischen Gröÿe (z. B. für Au: 25 nm, Ag: 15 nm [29]) durch Gleichung
2.10 [51] beschrieben. Bei dieser Partikelgröÿe können multipolare Anregungen vernachläs-
sigt werden. Der Extinktionsquerschnitt setzt sich dabei nach Gleichung 2.9 aus Absorptions-
und Streuquerschnitt zusammen.
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2.1 Eigenschaften von Metall-Nanopartikeln

Abb. 2.5: Polarisation eines sphärischen Partikels durch eine elektromagnetische Welle
(nach [33]).

σext(ω) = σabs(ω) + σstreu(ω) (2.9)

σext(ω) = 9
ω

cL

ε
3
2
mV0

ε2(ω)

[ε1(ω) + 2εm]2 + ε2(ω)2
(2.10)

σext(ω) : Extinktionsquerschnitt
ω : Kreisfrequenz einer elektromagnetischen Welle
σabs(ω) : Absorptionsquerschnitt
σstreu(ω) : Streuquerschnitt
cL : Lichtgeschwindigkeit
V0 : Volumen eines sphärischen Partikels
εm : dielektrische Funktion des Mediums
ε(ω) : dielektrische Funktion des Partikelmaterials

Dabei setzt sich die dielektrische Funktion ε(ω) in einem Partikelsystem mit x freien Elek-
tronen pro Volumeneinheit nach Gleichung 2.11 aus Real- ε1(ω) und Imaginärteil ε2(ω)

zusammen. Sie beschreiben dabei jeweils die Polarisation sowie die Energiedissipation im
Partikelsystem.

ε(ω) = ε1(ω) + iε2(ω) (2.11)

ε1(ω) : Realteil
ε2(ω) : Imaginärteil

Gleichung 2.10 zeigt, dass die Absorption über den Faktor V0 = 4/3 · π ·R3 mit dem Radius
verknüpft ist. Die spektralen Merkmale wie Position und Form der Resonanz sind, da für
die Resonanzbedingung der Nenner entscheidend ist, zunächst vom Radius unabhängig. Da
aber die dielektrischen Funktionen ε1,2(ω) des Materials wiederum abhängig von der Gröÿe
des Partikels sind, hängt die Absorptionslinie bei kleinen Partikeln indirekt vom Radius R
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2 Grundlagen

ab. An dieser Stelle sei nochmals darauf hingewiesen, dass es sich hierbei nur um die intrin-
sischen Eigenschaften der Partikel handelt, die im Wesentlichen durch die Partikelstruktur
bestimmt werden. Die Änderung der Materialeigenschaften wird deutlich, wenn man die
Atomabstände eines hypothetischen diatomaren Partikels Au2 mit dem des Bulks vergleicht.
Im Atompaar beträgt dieser mit 253 pm nur 78% des Metalls (325 pm) [29]. Mit steigender
Gröÿe bzw. Radius der Partikel nähert sich ε(ω,R) dem Wert des Bulkmaterials ε(ω,∞) an.

Gleichung 2.10 verdeutlicht auÿerdem, dass die dielektrische Funktion εm des umgebenden
Mediums -wie auch das Partikelmaterial selbst- direkten Ein�uss auf die spektrale Lage,
Form und Intensität der Extinktion hat (siehe Kapitel 2.1.4.3, Seite 14).

Für die Betrachtung gröÿerer Partikel gilt die Voraussetzung λ � d nicht mehr und die
extrinsischen Eigenschaften dominieren, d. h., dass die dielektrische Funktion nicht länger
vom Radius abhängt und durch ε(ω,∞) ersetzt werden kann. Durch die Gröÿe bedingt kann
das Partikel nicht mehr homogen polarisiert werden. Die dabei ausgebildeten Multipole füh-
ren zu Retardierungse�ekten, welche das interne elektrische Feld schwächen. Diese können
bei gröÿeren Partikeln in Form einer niederenergetischen Verschiebung der Lage der Plas-
monenresonanz beobachtet werden.
Für die in dieser Arbeit verwendeten Partikel mit dem Durchmesser d(= 2R) ≈ 15 nm sind
die intrinsischen Eigenschaften dominant, so dass an dieser Stelle nicht weiter auf die ex-

trinsischen Eigenschaften eingegangen wird†.

Die wichtigsten Parameter für die Beschreibung der Plasmonenresonanz sind nach Gleichung
2.10 die Abhängigkeit vom Material und Struktur der Partikel (ε(ω)) sowie die dielektri-

sche Funktion des umgebenden Mediums (εm). Im Folgenden sollen ihre Beziehungen zur
Plasmonenresonanz näher erläutert werden.

†Für eine ausführliche Beschreibung sei auf Literatur [29] hingewiesen.
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2.1 Eigenschaften von Metall-Nanopartikeln

2.1.4.2 Beschreibung des Zusammenhangs zwischen Partikelmaterial und

Plasmonenresonanz

Die Plasmonenresonanz kleiner Partikel verschiedener Metalle liegt im Energiebereich des
sichtbaren Lichts. UV/Vis-Spektren kugelförmiger, 20 nm groÿer Partikel aus Silber bzw.
Kupfer zeigen Absorptionsmaxima bei 385 nm bzw. 560 nm [23], während Goldpartikel mit
einem Durchmesser von 15 nm bei einer Wellenlänge von 520 nm ihre maximale Absorption
zeigen. Unter der Voraussetzung, dass εm in allen Fällen gleich ist, ist nach Gleichung 2.7
und 2.8 die Resonanzbedingung abhängig von ε(ω). Demzufolge besteht ein Zusammenhang
zwischen dem Material bzw. seiner elektronischen Struktur und der Absorptionswellenlänge.
Nach dem Drude-Modell, in dem ein Metall in positive geladenen Ionenrümpfe (unbeweg-
lich) und Leitungsbandelektronen (beweglich) unterteilt wird, ist ε(ω) abhängig von den
freien Elektronen im Leitungsband. Diese freien Elektronen mit der Masse me werden im
elektrischen Feld der Lichtwelle zwischen den Stöÿen beschleunigt. Daraus ergibt sich die
mittlere Stoÿzeit τs bzw. die Dämpfungsrate γ = τ−1

s . Die Polarisation ~Pges über den ge-
samten Körper entspricht dann dem Produkt aus Elektronendichte nel und Dipolmoment ~p

eines Elektron-Ion-Paares. Nach dem Drude-Modell lässt sich ε(ω) gemäÿ Gleichung 2.12
formulieren.

ε(ω) = ε∞ −
ω2

p

ω(ω + iγ)
(2.12)

ωp =

√√√√ nele2

ε0meff

(2.13)

ε∞ : Frequenzunabhängige Beiträge zur dielektrischen Funktion
ωp : Plasmafrequenz
γ : Dämpfungsrate
nel : Elektronendichte
e : Elementarladung
ε0 : Dielektrizitätskonstante des Vakuums
meff : e�ektive Masse der Elektronen

Die in Gleichung 2.13 eingeführte e�ektive Masse meff der Elektronen ersetzt die Masse
me der Leitungselektronen, um den Ein�uss des Ionenrumpfes zu berücksichtigen. Über die
Plasmafrequenz in Gleichung 2.13 wird die dielektrischen Funktion ε(ω) mit der Elektronen-
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2 Grundlagen

dichte nel des Materials verknüpft. Damit wird deutlich, inwiefern die elektronische Struktur
des Materials Ein�uss auf die Polarisierbarkeit bzw. die Plasmonenresonanz nimmt.
Das Drude-Modell beinhaltet allerdings nur die Übergänge im Leitungsband (Intraband-
beiträge). Zusätzliche Interbandübergänge aus energetisch tief liegenden d-Orbitalen in das
Leitungsband werden durch eine Ergänzung des Modells um die elektrische Interband-
Suszeptibilität berücksichtigt [29].
Die Energie der Plasmonen wird allerdings nicht nur strahlungsfrei, sondern auch in Form
von Photonen abgegeben. Abbildung 2.6 stellt die verschiedenen Arten der Dämpfung von
Plasmonen schematisch dar [52].

Abb. 2.6: Schematische Darstellung der Dämpfung von Plasmonen (Schema nach
[52]). (Links) Dämpfung durch Umwandlung von Plasmonen in Photonen.
(Rechts) Dämpfung durch Anregung von Elektronen aus beispielsweise d-
Orbitalen (Interbandbeiträge) in das Leitungsband und innerhalb des Lei-
tungsbandes (Intrabandbeiträge).

2.1.4.3 Beschreibung des Zusammenhangs zwischen Umgebungseigenschaft und

Plasmonenresonanz

Mitentscheidend für die spektrale Lage der Absorption ist die unmittelbare Umgebung um
die Partikel. Das Medium wird in Gleichung 2.10 durch εm berücksichtigt.
Die Polarisation eines Partikels in einem Medium hat im Gegensatz zum Vakuum eine Pola-
risation der Umgebung zur Folge. Dieses führt zur Rotverschiebung der Plasmonenresonanz.
Diese Verschiebung ist umso gröÿer, je gröÿer εm ist. εm kann nach Gleichung 2.14 für trans-
parente Materialien durch den Brechungsindex nm ersetzt werden.
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2.1 Eigenschaften von Metall-Nanopartikeln

εm = n2
m (2.14)

nm : Brechungsindex eines transparenten Mediums

Underwood und Mulvaney [53] zeigten ebenso wie Schmitt et al. [54] den Zusammen-
hang zwischen der Lage der Plasmonenresonanz und εm bzw. nm experimentell durch Va-
riation des Lösungsmittels. Dazu wurden Partikel in verschiedenen Lösungsmitteln mit un-
terschiedlichen Brechungsindizes gelöst. Mit steigendem Brechungsindex gehen die Farben
der Lösungen von rot zu violett über (siehe Tabelle 2.1), was der niederenergetischen Ver-
schiebung der Plasmonenresonanz entspricht.

Tab. 2.1: Farben der Lösungen von Gold-Nanopartikeln mit 16 nm Durchmesser in
verschiedenen Lösungsmitteln mit unterschiedlichen Brechungsindizes [53].
Brechungsindex (±0.004) Farbe der Nanopartikellösung

1.336 rot-orange
1.407 rot
1.481 rot-violett
1.525 violett
1.583 violett

Die in diesem Beispiel aufgeführten Nanopartikel sind durch Liganden stabilisiert, wodurch
die Plasmonenresonanz ebenfalls beein�usst wird. Je nach Wechselwirkung des Liganden mit
dem Partikel ergibt sich eine unterschiedlich starke Verschiebung der Resonanz. Die Addi-
tion von Iodid zu Silber-Nanopartikeln zeigt ebenfalls, wie die Erhöhung des Brechungs-
indexes eine Rotverschiebung der Plasmonenresonanz bewirkt (siehe Abbildung 2.7). Die
Resonanzverschiebung lässt sich hierbei allerdings nicht ausschlieÿlich auf die Änderung
von εm zurückführen, da sich durch die Bildung von Silberiodid in der äuÿeren Schale auch
die gesamte Struktur des Partikels ändert und somit ε ebenfalls beein�usst.
Die bisherigen Betrachtungen gehen von einer homogenen Umgebung um die Partikel aus.
Werden Partikel auf einem Substrat untersucht, ist die Betrachtung von εm alleine nicht
mehr zulässig, wenn sich der Brechungsindex des Substrats von der restlichen Umgebung
unterscheidet. Im Substrat wird, wie in der bereits diskutierten homogenen Umgebung,
eine dem Partikel entgegengerichtete Polarisation entstehen, die zu einer Rotverschiebung
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2 Grundlagen

Abb. 2.7: Spektren von Silber-Nanopartikeln vor (1) und nach (2 - 6) Zugabe von
Kaliumiodid mit steigenden Konzentrationen (nach [55]).

der Plasmonenresonanz führt. In einer einfachen Näherung kann vom Mittelwert εeff der
Summe aus εm und εs ausgegangen werden (siehe Gleichung 2.15).

εeff ≈
εm + εs

2
(2.15)

εeff : e�ektive Dielektrizitätskonstante
εs : Dielektrizitätskonstante des Substrats

Für metallische Substrate, wie sie in dieser Arbeit verwendet wurden, wird in der Literatur
ebenfalls eine Rotverschiebung der Plasmonenresonanz beschrieben [56,29,57]. Hier besteht
zusätzlich das Problem, dass das Substrat nicht transparent und zugleich gut polarisierbar
ist. Damit wird eine Beschreibung der Ein�üsse sehr kompliziert. Nordlander und Pro-
dan zeigen qualitativ, dass die Plasmonenresonanz eines Metallpartikels, welches sich einer
Metallober�äche nähert, bei einer Abstandsverringerung stärker niederenergetisch verscho-
ben wird [57]. Für eine weitere Diskussion sei auf die Ergebnisse in Kapitel 5.4.2 (Seite 101)
verwiesen.
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2.1.4.4 Plasmonenresonanz von Partikelaggregaten

Die Beschreibung der Plasmonenresonanz erfolgte zunächst nur für den Fall, dass sich die
Partikel in einem ausreichend groÿen Abstand voneinander be�nden. Ein weiterer Ein�uss
auf die Lage der Plasmonenbande entsteht, wenn dieser Abstand verringert wird, z. B. die
Partikeldichte einer Lösung erhöht wird. Nähern sich die Partikel einander an, kommt es
zur Kopplung der Dipole und die Anregungsenergie für die Plasmonenresonanz wird herab-
gesetzt.
Analog lässt sich die Kopplung von Partikeln auch bei der Vernetzung von Partikeln be-
obachten. Dass die Absorption im Langwelligen mit der Entstehung und Gröÿe von Par-
tikelaggregaten einhergeht, ist sowohl experimentell [29,58,31] als auch theoretisch gezeigt
worden [29,59,60,61]. In gröÿeren Aggregaten steigt die Wahrscheinlichkeit, dass eine linea-
re Kette aus Partikel in Richtung des Energievektors des anregenden Lichtstrahls liegt (p-
Polarisation). Die Abhängigkeit der Lage der Absorptionsbande kann durch die Berechnung
für eine solche lineare Anordnung von Partikeln gezeigt werden (siehe Abbildung 2.8) [60].

Abb. 2.8: Berechnete Spektren linearer Partikelanordnungen für Gold-Nanopartikel
(Durchmesser 13 nm, Abstand 1.1 nm) in Wasser. Die Anzahl der Partikel
in einer Reihe ist an den Spektren aufgeführt. Die Spektren mit den durch-
gezogenen Linien sind für Aggregate mit p-Polarisation berechnet. Bei den
Spektren mit gepunkteten Linien liegen die Partikelaggregate in zufälliger
Richtung. Zum Vergleich ist zusätzlich das Spektrum eines einzelnen Parti-
kels eingezeichnet (nach [60]).
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Für lineare Aggregate wird die Absorption im längerwelligen Bereich auf die longitudinale
Anregung (parallel zur Partikelkette), die im kurzwelligen auf die transversale Anregung
(senkrecht zur Partikelkette) zurückgeführt. Diese können durch polarisiertes Licht selek-
tiv angeregt werden (siehe Abbildung 2.8, Spektren mit durchgezogenen Linien). Wird mit
unpolarisiertem Licht angeregt bzw. werden die Spektren aller Polarisationsrichtungen ge-
mittelt, erscheint in einem Spektrum gleichzeitig eine Bande sowohl im kurz- als auch im
langwelligen Bereich (siehe Abbildung 2.8, Spektren mit gestrichelten Linien). In diesem Fall
werden simultan die longitudinale und transversale Moden angeregt. In Abbildung 2.8 sind
auÿerdem Spektren mit Variation der Kettenlänge dargestellt. Mit steigender Kettenlänge
wird die Plasmonenresonanz niederenergetisch verschoben.

Wird das Modell der eindimensionalen Kette aus Partikeln zu zweidimensionalen Partikelag-
gregaten erweitert, muss zusätzlich die Form der Aggregate berücksichtigt werden. Inwieweit
die Form der Aggregate Ein�uss auf die Spektren nimmt, ist in Abbildung 2.9 für unter-
schiedlicher Aggregatformen mit konstanter Partikelanzahl dargestellt [29].

Abb. 2.9: Berechnete Extinktionsspektren von Aggregaten aus neun Silberpartikeln
(Durchmesser 40 nm) mit unterschiedlicher Aggregatform (nach [29]).

Eine Kette aus neun Partikeln zeigt zwei deutlich voneinander getrennte Extinktionen im
lang- und kurzwelligen Bereich. Im Gegensatz dazu ist im kompakten Aggregat mit einer
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3×3-Anordnung die Bande im kurzwelligen nicht mehr so deutlich ausgeprägt. Die Bande im
langwelligen ist verbreitert und zum kurzwelligen Bereich hin verschoben. Der Unterschied
erklärt sich dadurch, dass zum einen die Anzahl der Partikel in einer Reihe (mit 3 statt 9)
kleiner ist und zum anderen sich die Partikel zweier paralleler Reihen in der 3×3-Anordnung
gegenseitig beein�ussen. Die Form eines Aggregates hat somit ebenso wie die Anzahl der
Partikel einen deutlichen Ein�uss auf die Lage der Plasmonenresonanz.

Die Berechnung solcher Spektren erfolgt im Wesentlichen durch Betrachtung der Partikel
als Dipole; Multipole tragen ebenso zur Absorption bei, wobei deren Beitrag insbesonders in
gröÿeren Aggregaten mit unregelmäÿigen Partikelanordnungen, bzw. bei gröÿeren Partikeln
bislang schwer zu quanti�zieren ist. Ein quantitativer Vergleich von berechneten mit den
im Rahmen dieser Arbeit gemessenen Spektren von Partikeln bzw. Partikelaggregaten ist
aufgrund der beobachteten groÿen Aggregate nicht möglich. Es soll aber der beschriebene
Zusammenhang zwischen der Lage der Absorptionsbande und der Aggregatgröÿe qualitativ
untersucht werden.

Neben der Partikelanzahl und der Aggregatform beein�ussen auch der Abstand der Partikel
und das umgebende Medium die Lage der Absorptionsbande. Wie bereits am Anfang die-
ses Kapitels beschrieben wurde, verursacht die Annäherung zweier oder mehrerer Partikel
eine Kopplung der Resonanz der Partikel, welche mit geringerem Partikelabstand stärker
wird. Ab welchem Abstand die Partikel koppeln, hängt zusätzlich von der Polarisierbarkeit
bzw. den Dämpfungseigenschaften des Mediums bzw. des Substrats ab. Die Zusammen-
hänge zwischen umgebenden Medium und der Plasmonenresonanz einzelner Partikel wurde
bereits vorgestellt. Eine Beschreibung für Partikelaggregate scheitert allerdings bislang an
den weitaus komplexeren Zusammenhängen. Hier sei auf die Diskussion der Ergebnisse im
Vergleich zu Literaturdaten verwiesen (siehe Kapitel 5.4.2, Seite 101).

Die Vielzahl der auf die Plasmonenresonanz ein�ussnehmenden Parameter wie Partikelab-
stand, Partikelanzahl, Aggregatform, Liganden, Lösungsmittel bzw. umgebendes Medium
und Substrat erschwert die theoretische Beschreibung des gesamten Systems. Rückschlüsse
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auf die Partikelgröÿe sind somit nicht möglich. Dennoch können Vergleiche der Absorpti-
onswellenlängen und den Intensitäten bei diesen Welenlängen innerhalb einer Versuchsreihe
Trends aufzeigen, die durch einzelne, bekannte und de�niert veränderte Parameter hervor-
gerufen werden. Damit lassen sich unter Umständen nicht nur qualitative, sondern auch
quantitative Zusammenhänge aufzeigen. In dieser Arbeit werden Partikel auf einer Ober-
�äche immobilisiert. Dabei werden die Partikelgröÿe, Liganden, Substrate und Umgebungs-
bedingungen konstant gehalten, so dass im Vergleich der Proben untereinander sowohl die
Wechselwirkung der Partikel mit dem Substrat als auch der Partikel untereinander beob-
achtet und diskutiert werden kann.
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2.2 Methodik und Charakterisierung

Bei der Abbildung von Strukturen im Nanometerbereich, wie beispielsweise Nanopartikel
und Nanopartikelassemblate, stöÿt man mit der herkömmlichen Lichtmikroskopie schnell an
die Au�ösungsgrenze.

g =
λ

2n · sin β
(2.16)

g : Au�ösungsgrenze (kleinster unterscheidbarer Punktabstand)
λ : Wellenlänge
n : Brechungsindex
β : halber Ö�nungswinkel des Objektivs

Nach Gleichung 2.16 kann die Au�ösungsgrenze durch Erhöhung des Brechungsindexes bzw.
des Objektivö�nungswinkels gesteigert werden. An Luft mit n = 1 und β = 72° liegt die
Au�ösungsgrenze bei etwa der Hälfte der verwendeten Wellenlänge, d. h., dass eine weite-
re Steigerung nur durch kürzere Wellenlängen, z. B. UV-Licht, erreicht werden kann [62].
Dieses führte zur Entwicklung des Elektronenmikroskops (E.Ruska), da Elektronen gegen-
über UV-Licht eine um den Faktor 10 000 kleinere Wellenlänge von etwa 4 pm (bei einer
Beschleunigungsspannung von 100 kV) haben. Mit kürzerer Wellenlänge wächst allerdings
der Energieeintrag in die Probe, was mit der Zeit zur Schädigung und Zerstörung der ab-
zubildenden Strukturen führen kann. Üblicherweise müssen die Proben durch Beschichtung
mit Kohlensto� oder Metallen leitfähig gemacht werden, um die entstehende Au�adung zu
eliminieren. Neuere Entwicklungen im Bereich der Elektronenmikroskopie ermöglichen al-
lerdings, unbeschichtete Proben in Gegenwart von Gasen zu vermessen. Die Gasmoleküle
dienen dabei einerseits zur Detektion und andererseits zum Abtransport der Ober�ächen-
au�adung. Die Au�ösung heutiger Geräte liegt weit unterhalb 10 nm, was die Abbildung
von Objekten im unteren Längenbereich der Nanometerskala ermöglicht.
Zerstörungsfrei hingegen lassen sich Strukturen bis hin zur atomaren Au�ösung [63] mit-
tels Rastersondenmikroskopiemethoden wie Rastertunnel- und Rasterkraftmikroskopie ab-
bilden. Das �Raster� beschreibt die zeilenweise Bewegung einer Sonde über eine Ober�ä-
che (im Folgenden als �abrastern� bezeichnet). Das Rastertunnelmikroskop (engl. Scanning
Tunneling Microscope, STM) wurde 1981 von G.Binnig und H.Rohrer bei IBM ent-
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wickelt [64,65,66]‡. Im STM wird zwischen zu untersuchender Ober�äche und einer Metall-
spitze eine elektrische Potentialdi�erenz angelegt, und der bei genügend kleinem Abstand
�ieÿende Tunnelstrom detektiert. Dieser hängt nach 2.17 exponentiell mit dem Abstand
zusammen.

I ∝ e−2κ·s (2.17)
I : Tunnelstrom
κ : Höhe der Tunnelbarriere
s : Abstand

Damit überhaupt Strom �ieÿen kann, müssen die Proben auch hier leitfähig sein. Nicht
leitfähige Ober�ächen lassen sich mit dem aus dem STM entwickelten Rasterkraftmikroskop
(engl. Atomic Force Microscope, AFM) [66] untersuchen, welches im folgenden Kapitel 2.2.1
näher beschrieben wird.

2.2.1 Rasterkraftmikroskopie

Das Rasterkraftmikroskop nutzt die attraktiven und repulsiven Kräfte zwischen einer Ober-
�äche und Messsonde zur zerstörungsfreien Abbildung. Als Sonde wird eine Blattfeder (Can-
tilever) mit aufgesetzter Spitze verwendet (siehe Abbildung 2.10).

Abb. 2.10: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der verwendeten Cantilever
(links tapping-mode, rechts contact-mode).

Der Radius der Spitze sollte zur Abbildung von Strukturen im Nanometerbereich möglichst
klein sein, um den entstehenden Abbildungsfehler (siehe Kapitel 2.2.1.2, Seite 26) minimal

‡Gemeinsam mit E.Ruska 1986 Nobelpreis für Physik
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zu halten. Das Verbiegen des Cantilevers als Reaktion auf das Höhenpro�l einer Probe
im Rastervorgang wird optisch durch einen Laser detektiert und in eine Höheninformation
umgerechnet. Er wird auf die Oberseite des Cantilevers fokussiert und auf ein ortsau�ösendes
Fotodiodenarray re�ektiert (siehe Abbildung 2.11).

Abb. 2.11: Schematischer Aufbau eines AFM-Kopfes.

Zur Messung wird die Spitze auf etwa 0.1 nm an die Ober�äche angenähert. Damit der
Cantilever auf die interatomaren Kräfte zwischen den Atomen an der Spitze und auf der
Ober�ächen reagieren kann, muss seine Federkonstante im Bereich atomarer Federkonstan-
ten liegen. Im Falle zweier schwingender Atome lässt sich mit Hilfe der Gleichung 2.18 die
Federkonstante k berechnen [67].

k = 4π2f 2µ (2.18)

k : Federkonstante
f : Schwingungsfrequenz
µ : reduzierte Masse

Je nach Material (z. B. Silizium, Siliziumnitrid), Bauform (Balken- oder V-Cantilever) und
Betriebsart (contact- oder tapping-mode) variieren die Federkonstanten und liegen im Be-
reich weniger Newton pro Meter.
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Abhängig von der Umgebung (Vakuum, Luft, Gasatmosphäre) werden verschiedene Schich-
ten über der Probe passiert (siehe Abbildung 2.12), bis der Kontakt hergestellt ist.

Abb. 2.12: Grenz�ächen und auf eine Messspitze wirkende Kräfte über einer Ober�ä-
che [68].

Der Verlauf der gemessenen Kraft während der Annäherung einer Messspitze an eine Ober-
�äche ist in Abbildung 2.13 als De�ektion, also der Auslenkung des Cantilevers, gegen den
Abstand Probe-Spitze aufgetragen.
Während der Annäherung der Spitze bleibt von Position A ausgehend die Auslenkung so
lange konstant, bis an Punkt B der erste Kontakt zur Ober�äche hergestellt wird. Hier wir-
ken zunächst attraktive Kräfte auf die Messspitze. Wird weiter bis C angenähert, wirken
repulsive (Coulomb-)Kräfte. Weiteres Annähern hätte eine Zerstörung der Ober�äche und
Messspitze zur Folge, da die Blattfeder ab einem gewissen Punkt dieses nicht mehr kompen-
sieren kann. Beim Entfernen von der Ober�äche geht der Kontakt auf der Höhe von Punkt
B durch attraktive Kräfte zunächst nicht verloren und bleibt bis zu Punkt D erhalten. Erst
dort löst sich die Spitze und der Cantilever geht bei Punkt E in seine Ausgangsposition
zurück.
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Abb. 2.13: Typische Kraftkurve mit einer Adhäsionskraft gröÿer null. Der Weg
A − B − C entspricht dem Annähern (blau) bzw. C − D − E − A dem
Zurückziehen des Cantilevers (grün).

Die Di�erenz zwischen erstem Kontaktpunkt B und Kontaktverlust D kennzeichnet die Ad-
häsionskraft [69]. Bei bekannter Federkonstante kann die auf die Ober�äche wirkende Kraft
bestimmt werden [70,71,72].
Die bisherigen Beschreibungen beziehen sich im Wesentlichen auf eine Betriebsart, den
contact-mode. Eine weitere Betriebsart ist der tapping-mode, bei dem der Cantilever et-
was unterhalb seiner Resonanzfrequenz über einen Piezokristall in Schwingung versetzt und
die Abweichung von der Anregungsamplitude detektiert wird. Der Vorteil dieser Metho-
de liegt in der geringeren Probenbelastung, da der Kontakt zur Ober�äche nur am unteren
Scheitelpunkt einer Schwingung hergestellt wird. Damit ist es möglich weiche -beispielsweise
biologische- Proben zu untersuchen.

2.2.1.1 Aufbau und Funktionsweise eines Rasterkraftmikroskops

Der apparative Aufbau eines Rasterkraftmikroskops ist in 2.14 abgebildet. Es besteht aus
den vier Hauptkomponenten Schwingungsisolierung, Mikroskopkopf, Controller und Para-

meterkonsole (PC).
Über die Schwingungsisolierung werden Probe und Cantilever vor störendenden Erschütte-
rungen geschützt. Der PC dient zur Eingabe der benötigten Parameter wie beispielsweise
Scangröÿe, -geschwindigkeit, den Regelparametern, aber auch zur gra�schen Ausgabe. Die
Kommunikation mit dem Mikroskopkopf erfolgt über den Controller.
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Abb. 2.14: Schematischer Aufbau und Signalverarbeitung eines Rasterkraftmikro-
skops (nach [73,74])

2.2.1.2 Abbildungsfehler

Objekte auf rasterkraftmikoskopischen Aufnahmen erscheinen gegenüber beispielsweise ra-
sterelektronenmikroskopischen Aufnahmen verbreitert. Dieser Abbildungsfehler wird durch
die geometrische Form der Messspitze verursacht. Je nach Verhältnis zwischen Objektradius
rK und Spitzenradius rT kann man drei Kategorien unterscheiden:

(I.) der Spitzenradius ist gröÿer als der Objektradius

(II.) Spitzenradius und Objektradius sind gleich groÿ

(III.) der Spitzenradius ist wesentlich kleiner als der Objektradius und kann ihm gegenüber
vernachlässigt werden.

Bei der Diskussion dieser Modelle werden folgende Vereinfachungen vorgenommen: Da Na-
nopartikel verwendet werden, wird bei der Objektform von Kugeln ausgegangen. Die Form
der Messspitze entspricht einer Parabel, wobei auÿerhalb der Krümmung am Spitzenende
ein linearer Verlauf angenommen wird. Auÿerdem wird davon ausgegegangen, dass keine
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attraktiven oder repulsiven Kräfte, wie z. B. ein Wasser�lm, wirken.

Abb. 2.15: Abbildungsfehler durch den Spitzenradius für verschieden groÿe Objektra-
dien (Fall I. - III.)

Fall I: rK < rT

Im ersten Fall ist der Spitzenradius rT gröÿer als der Partikelradius rK (siehe Abbildung
2.15 (I.)). Hierbei wird das Partikel anteilig am Partikeldurchmesser um einen Anteil des
Spitzenpro�ls nach 2.19 bzw. vereinfacht nach 2.20 [75] auf die e�ektive Breite Beff verbrei-
tert.

Beff =
4(rK + rT )

√
rK(rT − rK)

rT

(2.19)

Beff = 4
√

rK · rT (2.20)

Beff : scheinbare Breite
rK : Radius Objekt
rT : Radius Messspitze

Fall II: rK = rT

Abbildung 2.15 (II.) behandelt den zweiten Fall, in dem beide Radien gleich groÿ sind. Die
Verbreiterung entspricht nach 2.21 dabei dem doppelten Teilchendurchmesser.

Beff = 4 · rK (2.21)

27



2 Grundlagen

Fall III: rK > rT

Ist wie in Abbildung 2.15 (III.) der Objektradius wesentlich gröÿer als der Spitzenradius,
kann in diesem Fall der Spitzenradius nahezu vernachlässigt werden. Im Modell wird dieses
durch eine pyramidale Spitzenform berücksichtigt. Zur Berechnung der Verbreiterung wird
nach 2.22 nur der Ö�nungswinkel der Spitze benötigt.

Beff = 2 · rK(
sin α + 1

cos α
) (2.22)

α : Ö�nungswinkel der Spitze

Diese drei Fälle gelten aber nur dann, wenn das Objekt separiert im Abstand Beff vom
nächsten Objekt entfernt liegt. Liegen sie näher im Abstand s1,2 zusammen, kann mit Hilfe
von Gleichung 2.23 [76] berechnet werden, ob sie aufgelöst werden können.

s1,2 =
√

2rT · (
√

∆z +
√

∆z + ∆h) (2.23)

s1,2 : Abstand zweier Objekte
∆z : Geräterauschen
∆h : Höhenunterschied zweier benachbarter Objekte

2.2.1.3 Abstandsbestimmung zweier Objekte

Abbildung 2.16 zeigt schematisch das Au�ösungsvermögen einer Messspitze mit dem Radius
5 nm, die zwei sphärische Partikel unterschiedlicher Abstände abbildet.
Abbildung 2.16 A stellt zunächst das Höhenpro�l für den Fall, dass sich beide Partikel be-
rühren, dar. Der maximale Höhenunterschied ∆hA zwischen den Partikeln wird hier haupt-
sächlich durch den Spitzenradius bestimmt, was aus der Umstellung von Gleichung 2.23 zu
Gleichung 2.24 deutlich wird.

∆h = (
s1,2√
2rT

−
√

∆z)2 −
√

∆z (2.24)

Zur Vereinfachung wird angenommen, dass das Geräterauschen wesentlich kleiner als der
Höhenunterschied ist (∆z � ∆h). Daraus ergibt sich Gleichung 2.25.
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Abb. 2.16: Schematische, maÿstabsgetreue Darstellung des Au�ösungsvermögens ei-
ner Messspitze bei der Abbildung zweier vernetzter Partikel in (A) mit
gleichen Radien in direktem Kontakt (Spitzenradius 5 nm, Partikelradius
15 nm), (B) mit gleichen Radien, getrennt durch einen Linker (Linkerlänge
10 nm) und (C) analog zu B für unterschiedliche Radien.
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∆h =
s2
1,2

2rT

(2.25)

Bei konstantem Abstand der Objekte ist damit der Höhenunterschied reziprok proportional
zum Spitzendurchmesser. Eine Verkleinerung des Spitzenradius erhöht damit auch die Tie-
feninformation zwischen den Partikeln. Falls der Spitzendurchmesser wesentlich kleiner als
der Objektabstand ist, bestimmt der Ö�nungswinkel der seitlichen Flanken das Au�ösungs-
vermögen (analog zu Fall III (rK > rT )).
In dieser Arbeit sollen Partikel, die, wie in Abbildung 2.16 B für zwei gleich groÿe und in
C für unterschiedliche groÿe Partikel dargestellt, über einen Abstandshalter miteinander
verbunden sind, abgebildet werden. Wie aus der Pro�llinie hervorgeht, kann der eigentliche
Längsquerschnitt (Partikel/DNA/Partikel) nicht vollständig abgebildet werden. Die Spitze
erreicht in diesem Fall nur in der Mittelposition den Linker. Das Pro�l ist aber nicht von
zwei nicht verbundenen Partikeln in gleichem Abstand zu unterscheiden, da hier der Spit-
zenradius im Gröÿenbereich des Linkers bzw. dieses Abstandes liegt. Der Linker kann somit
nicht abgebildet werden, d. h. dass der Abstand durch den Abbildungsfehler nicht direkt aus
der lateralen Information gewonnen werden kann. Liegen Partikel in genau dem Abstand,
der der Länge des Linkers entspricht, weist dies allerdings auf die Anwesenheit des Linkers
und damit auf eine Verbindung hin.
Der Abstand lässt sich am einfachsten für den Fall zweier gleich groÿer Partikel (Abbildung
2.16 B) aus der Lage der Partikelmittelpunkte bestimmen. Dann entspricht der e�ektive
Abstand (deff ) bzw. die Linkerlänge (Llinker) der Di�erenz aus dem Abstand der Partikel-
mittelpunkte (∆XK−Linker) und den Partikelradien (2rK).

In Proben mit Partikeln, die einer Gröÿenverteilung unterliegen, können für die Partikelra-
dien entweder näherungsweise Durchschnittswerte angenommen werden, oder präziser die
Partikeldurchmesser für das betrachtete Paar bestimmt werden. Dieses kann aus den Hö-
henmaxima δi, j (=Durchmesser) der jeweiligen Partikel in einer Pro�llinie erfolgen. Der
Mittelwert ∆H in Gleichung 2.26 gibt somit die Summe der Partikelradien an. Aus der Dif-
ferenz des Abstandes der Partikelmittelpunkte ∆XK1−K2−Linker -bestimmt aus der lateralen

30



2.2 Methodik und Charakterisierung

Information der Pro�llinie- und ∆H ergibt sich nach Gleichung 2.27 der e�ektive Abstand
deff , der dann mit der Linkerlänge verglichen werden kann.

∆H =
δ1 + δ2

2
(2.26)

deff = ∆X −∆H (2.27)

deff : e�ektiver Abstand
∆X : Abstand zweier Partikelmittelpunkte
∆H : Summe zweier Partikelradien
δi,j : Durchmesser Partikel i, j (2rKi,j

)

Diese Form der Auswertung wurde für die in Kapitel 5.4.1 gezeigten AFM-Aufnahmen und
deren statistische Analyse entwickelt, um die Anwesenheit eines nicht unmittelbar abbild-
baren Linkers zu veri�zieren.

2.2.1.4 Interpretation der Phaseninformation

Einige Rasterkraftmikroskope verfügen zusätzlich zur Abbildung von Topographien über
eine Analyse der Phasenverschiebung. Mittels einer zusätzlichen elektronischen Auswertung
kann die Phaseninformation der an den Cantilever im tapping-mode angelegten Schwingung
ausgewertet werden (siehe Abbildung 2.17).

Abb. 2.17: Schematischer Signalverlauf (schwarz: Anregungssignal, blau: Antwortsi-
gnal) zur Erzeugung von Phasenbildern [77,78].

Dazu wird das Anregungssignal mit dem Antwortsignal verglichen und die Phasenverschie-
bung ∆φ0 bestimmt [77,78] (siehe Abbildung 2.18). Die Auswertung und Interpretation
ist dabei im Vergleich zum Topographiebild ungleich komplizierter, da im Gegensatz zum
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contact- oder non-contact-mode die Spitze nur zu gewissen Zeitpunkten Kontakt zur Ober-
�äche hat [78,79,80,81,82,83,84]. Die Amplitude der Schwingung ist deutlich gröÿer als im
non-contact-mode, so dass nur ein Teil der Oszillation durch die Ober�äche beein�usst wird.
Die Gewichtung der einzelnen Faktoren, zu denen auch lokale laterale Kräfte und die Re-
gelparameter der Feedbacks zählen, ist damit schwierig in einem Modell zu erfassen.

Abb. 2.18: Phasenverschiebung in einem Material mit unterschiedlichen Härtezonen
[77,78].

Die Phasenverschiebung ist charakteristisch für ein Material und setzt sich aus Federkon-
stante k, Qualitätsfaktor Q und auf die Spitze wirkende summierte Kraft ς zusammen [79].

∆φ0 ≈
Q · ς

k
(2.28)

∆φ0 : Phasenverschiebung
k : Federkonstante
Q : Qualitätsfaktor
ς : Summe der Kräfte Spitze-Ober�äche

Die Summe der Kräfte zwischen Spitze und Ober�äche ς entscheidet dabei über das Vor-
zeichen der Phasenverschiebung; im Fall repulsiv wirkender Kräfte wird die Phasenverschie-
bung positiv, im Fall adhäsiv wirkender Kräfte entsprechend negativ. Dong und Yu haben
an Partikeln eine adhäsive Wirkung mit negativer Phasenverschiebung gemessen, die durch
einen sich bei steigender Luftfeuchtigkeit aufbauenden Wasser�lm erzeugt wurde. Hingegen
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verursachten die Partikel alleine durch repulsive Wirkung ein positives Signal [84].
Um Aussagen über die Härte einer Ober�äche tre�en zu können, wird ς durch die über einen
Schwingungszyklus gemittelte Ober�ächenhärte < S > ersetzt (2.29) [79].

∆φ0 ≈< S > ·Q
k

= ξ < a > Meff ·
Q

k
(2.29)

< S > : Härte einer Ober�äche
ξ : Konstante
a : Radius der Au�age�äche Spitze-Ober�äche
Meff : e�ektiver Modulus

Damit wird deutlich, dass sich mittels der Phaseninformation eine Härteverteilung, bzw.
Änderungen in der Zusammensetzung detektieren lässt. Dieses gilt allerdings nur für be-
stimmte Einstellungen von Schwingungsamplitude und -setpoint. Diese Werte geben an,
wie lang und mit welcher Kraft die Spitze auf der Ober�äche verweilt. Bei harten Materiali-
en ist die Härte proportional zum Modulus Meff und geht somit in Gleichung 2.29 ein. Bei
weichen Materialien verändert sich mit zunehmender Kraft durch höhere Setpoint-Werte
die Au�age�äche, und damit der Radius der Au�age�äche a (zwischen Spitze und Ober�ä-
che). So kann eine Phasenverschiebung durch Variation der Messparameter hervorgerufen
werden und nicht durch die Ober�äche selbst [79,78]. Ein weiterer Nebene�ekt bei weiche-
ren Materialien ist eine Kompression, die durch den erhöhten Druck hervorgerufen wird.
Damit erscheinen weichere Materialien in tapping-mode Bildern nicht in ihrer wirklichen
Höhe [80].
Im Gegensatz zu topographischen Aufnahmen lassen sich Phasenbilder nicht unmittelbar
vergleichen. Wenn auch die Phasenverschiebung charakteristisch für ein Material ist, haben
wie bereits angesprochen die Messparameter selbst einen entscheidenden Ein�uss auf die
Oszillation. Um Materialien zuordnen zu können, müssen die Substanzen vorher mit dem
gleichen Satz an Parametern kalibriert werden. Die in Kapitel 5.2 vorgestellten Struktu-
ren setzen sich aus mehreren unterschiedlichen Substanzen zusammen. Durch die Messung
der einzelnen Substanzen im Vorfeld sollte eine Zuordnung in den Assemblaten anhand der
Phasenverschiebung möglich sein.
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2.3 DNA

2.3.1 Aufbau

Aus chemischer und struktureller Sicht ist DNA (Desoxyribonucleicacid) ist ein leiterför-
miges, aus den Nukleotidbasen Adenin, Guanin, Thymin und Cytosin aufgebautes Molekül
(siehe Abbildung 2.19). Das Rückgrat besteht aus der über den 5'-Kohlensto� mit Phos-
phatgruppen veresterten 2-Desoxy-d-Ribose. Es ist negativ geladen und von Gegenionen,
wie Protonen oder Natrium, umgeben. Das gesamte Molekül ist aus zwei komplementären
Einzelsträngen aufgebaut (Doppelstrang) und hat eine helikale Struktur.

Abb. 2.19: Aufbau der DNA. (Links) Einzelsträngiger Auschnitt mit den Purin-Basen
Adenin, Guanin und den Pyrimidin-Basen Cytosin und Thymin (von links
nach rechts). (Rechts) Helikale Struktur doppelsträngiger DNA mit den
Basenpaaren Adenin-Thymin und Guanin-Cytosin. Eingezeichnet sind die
Abmessungen einer Windungslänge und der Durchmesser der Helix.

DNA kann entweder synthetisch bis zu einer gewissen Länge hergestellt oder aus Orga-
nismen wie Bakterien extrahiert werden. Kurze synthetische Stränge können mittels Fest-
phasensynthese mit gezielter Basensequenz hergestellt werden. Dazu wird über das 3'-Ende
das Start-Nukleotid an eine Ober�äche gebunden. Das 5'-Ende ist mit einer temporären
Schutzgruppe, z. B. eine Trityl- oder Pixylgruppe, versehen und wird im Anschluss an die
Immobilisierung abgespalten. Entsprechend der vorgegebenen Sequenz werden in den fol-
genden Zyklen sukzessive die Nukleotide über ihre freien 3'-Enden zunächst angebunden
und am 5'-Ende entschützt. Ist die Sequenz fertiggestellt, werden die permanenten Schutz-

34
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grupen (Vermeidung von Nebenreaktionen) von den Nukleobasen entfernt und der Strang
vom Trägermaterial abgespalten.
Die Festphasensynthese wird häu�g aufgrund der guten Ausbeute und geringen Fehlerra-
te gegenüber der Synthese in Lösung bevorzugt. Ein beliebig langer Strang ist allerdings
aufgrund der mit der Sequenzlänge steigenden Fehleranzahl nicht möglich. Längere Dop-
pelstränge können aber durch Extraktion aus Organismen gewonnenen werden. Bakterien
wie z. B. E.coli verfügen neben dieser genomischen DNA auch über plasmidische DNA, die
kürzer und ringförmig ist (siehe Abbildung 2.20). Eine weitere Quelle für DNA sind Bakte-
riophagen (bakterienspezi�sche Viren). Eine Vielzahl dieser Sequenzen sind bekannt und in
ö�entlichen Datenbanken dokumentiert [85,86].

Abb. 2.20: Topoisomere der DNA. (A) lineare, doppelsträngige DNA; (B) Ringförmi-
ge DNA; (C) Superhelix aus einem ringförmigen DNA-Strang; (D) AFM-
Bild eines teilweise verdrillten Plasmids.

DNA liegt in der Regel als einzelner Doppelstrang vor, es kommt aber abhängig vom Salzge-
halt und pH-Wert der Lösung auch zur Verdrillung eines oder mehrerer dieser Doppelstränge.
Eine Besonderheit stellt hier die sogenannte Superhelix dar (siehe Abbildung 2.20 C), die
eine Verdrillung eines Plasmids beschreibt. Durch Translation oder Replikation kann es zu
einem Verdrehen der Einzelstränge innerhalb des Doppelstranges kommen, was zu einer er-
höhten Spannung und schlieÿlich zur Verdrillung des Plasmids führt. Diese Tertiärstruktur
ist für die Abläufe in der Zelle wichtig und ebenfalls abhängig vom Salzgehalt und pH-Wert
der Umgebung [87,88].
Die obigen Erläuterungen beziehen sich auf die in der Natur überwiegend vorkommende so-
genannte B-Form der DNA. Der Salzgehalt, pH-Wert der Lösung oder auch die Bindung von
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Abb. 2.21: (von links nach rechts) A-, B- und Z-Form der DNA [89].

Proteinen können aber die B-Form in die A- und Z-DNA überführen (siehe Abbildung 2.21).
Die A-DNA entsteht durch Verlust der Hydrathülle in beispielsweise unpolaren Medien. Ih-
re Windungslänge ist etwas gröÿer als in der B-Form, während der Abstand und Winkel
zwischen den Basenpaaren kleiner ist (siehe Tabelle 2.2). Die Basenpaare liegen nicht -wie
in der B-DNA- senkrecht zur Symmetrieachse, sondern sind zum einen zur Helixachse ge-
neigt und seitlich verschoben. Damit ergibt sich um die Helixachse ein Hohlraum. Sowohl
die B-, als auch die A-Form sind rechtsgängig. Im Gegensatz dazu ist Z-DNA, die bei hohen
Salzkonzentrationen vorkommt, linksgängig. Ein weiterer Unterschied besteht in der Form
des Rückgrats, das in einer Zick-Zack-Linie vorliegt, da ein Teil der Basen in syn-Position
zur Ribose stehen [90].

Tab. 2.2: Merkmale der rechtsgewundenen A- und B-DNA [90].
A-DNA B-DNA

Windungslänge 11 Basen 10.5 Basen
Abstand der Basenpaare /nm 0.26± 0.04 0.34± 0.04
Winkel zwischen zwei Basen /° 33.1± 5.9 35.9± 4.3

Bei der Verwendung von DNA, z. B. als Templat zur strukturellen Organistion von Nanopar-
tikeln, ist eine mögliche Strukturveränderung zu berücksichtigen bzw. sind die Reaktions-
und Messbedingungen gegebenenfalls entsprechend anzupassen.
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2.3.2 Interkalatoren und DNA-Anlagerungsverbindungen

DNA-Interkalatoren sind Verbindungen, die in DNA zwischen den Nukleotiden eingelagert
werden [90,91]. Es sind in der Regel �ache Moleküle mit aromatischen Systemen, die sich
zwischen die Basen schieben. Dabei entsteht eine π − π-Wechselwirkung zwischen Interka-
lator und Basen sowie mitunter eine ionische Wechselwirkungen mit den Phosphatgruppen
der DNA. Beispiele sind Ethidiumbromid, Actinomycin-D (siehe Abbildung 2.22) oder α-
Amanitin [90,91].

Abb. 2.22: (A) Strukturformeln der Interkalatoren Ethidiumbromid, Actinomycin-D
und Pro�avin. Der im Actinomycin-D unterlegte Teil wird in DNA einge-
lagert. (B) Schema der Einlagerung und Windungsverlängerung der DNA.

Andere Sto�e gehen zwar Bindungen zu den Nukleotiden ein, liegen aber auÿerhalb des
Stranges. Verbindungen dieser zweiten Gruppe sind beispielsweise Metall-Komplexe, wie
das im Folgenden genauer beschriebene cis-Pt, die Komplexverbindungen mit den Basen im
DNA-Strang ausbilden.
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Die Interkalation in bzw. Komplexbildung mit DNA hat in der Regel eine Deformation der
helikalen Struktur zur Folge [90]. Die Einlagerung weitet die Windungslänge auf, während
das cis-Pt eine Krümmung hervorruft [92,93].

Interkalatoren �nden in vielen Gebieten Anwendung. Optisch aktive Verbindungen wie Ethi-
diumbromid werden in der Molekularbiologie beispielsweise als Nachweisreagenz für doppel-
strängige DNA verwendet [94]. Aufgrund der Anlagerung an oder in DNA kann diese von
Transkriptionsproteinen nur noch fehlerhaft oder unvollständig gelesen werden. Die fehler-
haft transkribierte DNA-Sequenz führt dann zur Störung des Zellsto�wechsels oder zum
Zelltod. Bedingt durch diese cytotoxische Wirkung dienen viele Interkalatoren in der Mole-
kulargenetik zur Aufklärung der Funktion verschiedener DNA-Abschnitte [91] oder in der
Medizin als Cytostatika in der Chemotherapie [93].

2.3.2.1 cis-Pt

cis-Pt ist ein Isomer desMagnusschen Salzes und ein in der Literatur weithin bekanntes und
hinreichend untersuchtes Antitumormittel in der Krebstherapie [93,95]. Es ist ein quadra-
tisch planarer Platin(II)-Komplex mit zwei Chloro- und zwei Aminoliganden in cis-Stellung
(siehe Abbildung 2.23). Die physiologische Wirkung beruht dabei auf seiner Bindungsfähig-
keit an DNA-Basen [96,97,98,99,100]. Das trans-Isomer zeigt hingegen keine Wirkung.

Abb. 2.23: (A) Strukturformeln der Platinkomplexe cis-Pt und trans-Pt. (B) Schema
zur spezi�schen Anlagerung von cis-Pt an ein d(pGpG)-Paar.
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Abb. 2.24: Bevorzugte Bindung von cis-Pt an DNA. (A) Das intrastrang-d(pApG)-
Addukt, (B) das intrastrang-d(pGpG)-Addukt und (C) das interstrang-
d(pGpG∗)-Addukt.

Die mit 65 - 89% bevorzugte Bindung [97,101,102] (siehe Tabelle 2.3) erfolgt zu intrastrang
benachbarte Guanin-Guanin-Basen (d(pGpG)§(siehe Abbildung 2.24, A). Im Guanin erfolgt
die Bindung an das N7. Der Abstand der Chloridliganden im Komplex ist entscheidend und
gibt die Position für die Anlagerung an die Nukleotide vor [96]. Daraus resultiert aber auch
eine geringe Deformation des Stranges um den Komplex [92,93]. Mit 10 - 23% deutlich weni-
ger bevorzugt sind intrastrang benachbarte Adenin-Guanin- (d(pApG), Abbildung 2.24 B),
interstrang benachbarte Guanin-Guanin-Basen (d(pGpG∗), Abbildung 2.24 C) und Mono-
addukte. Eine Anlagerung an Guanin-Adenin-Basen (d(pGpA)) wird nicht beobachtet. Die
Bindungsspezi�tät ist dabei weitestgehend von der Sequenz der benachbarten Basen unab-
hängig [102]. Die Überbrückung eines Nukleotids N in einem d(pGpNpG)-Fragment wird
ebenso nicht beobachtet [92]. Im Fall, dass dieses Trinukleotid aus drei folgenden Guanin-
Base besteht, werden auch hier wieder zwei direkt benachbarte Guanin-Basen bevorzugt
komplexiert [92].

Tab. 2.3: Prozentuale Verteilung der bevorzugte Bindungsstellen bzw. Addukte von
cis-Pt im DNA-Doppelstrang.

d(pGpG) d(pApG) d(pGpG∗) und Monoaddukt d(pGpA) Literatur
89% 10% 1% 0% [102]
65% 23% 12% 0% [97,101]

Wie aus Tabelle 2.3 abzulesen ist, unterscheiden sich die in der Literatur angegebenen Pro-
zentzahlen, wobei dies vermutlich auf die unterschiedliche Untersuchungsmethoden zurück-
zuführen ist. In [101] wurde die DNA durch enzymatischen Abbau fragmentiert, über Chro-

§d(pGpG) entspricht der Sequenz 5'-G-G-3' im Doppelstrang.
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matographie aufgetrennt und mittels Atomabsorptions-Spektroskopie auf den Platin-Gehalt
bzw. mittels 1H-NMR strukturell untersucht. Hingegen wurden in [102] die Replikations-
Blockadestellen ausgewertet. Unabhängig von diesen Untersuchungsmethoden wird insge-
samt die ausgeprägte Bevorzugung des d(pGpG)-Abschnitts im DNA-Strang deutlich.
Die unterschiedlichen Häu�gkeit an d(pGpG)-, d(pApG)- und d(pGpA)-cis-Pt-Addukten
wird auf unterschiedliche Reaktionsgeschwindigkeiten zurückgeführt. Die Anlagerung an
d(pGpG) erfolgt dabei am schnellsten und erklärt diesen hohen Prozentsatz. Die Reakti-
on verläuft in zwei Schritten, wobei der zweite Schritt der langsamste und damit insgesamt
der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist [101]. Entscheidend ist die Base auf der 3'-Seite
des Basenpaares. Beim d(pApG)-Paar erfolgt die Bindung zuerst an das Guanin und danach
erst langsamer an das Adenin (siehe Abbildung 2.25). Beim d(pGpG)-Paar ist die erste Bin-
dung an das d(pGpN) auf der 3'-Seite analog, aber der zweite Schritt zum bifunktionellen
Addukt schneller. Eine primäre Anlagerung an das Adenin wird nicht beobachtet. Damit
erklärt sich auch, warum d(pGpA)-cis-Pt-Addukte nur selten gebildet werden [98].

Abb. 2.25: Reaktionsverlauf des Ligandenaustausches in Wasser und Anlagerung von
cis-Pt an ein d(pApG)-Basenpaar (nach [98]).

Die Anlagerung von cis-Pt führt zur Deformation [92,93] bzw. Senkung der Schmelztempera-
tur [97,103] des Doppelstranges. Die Winkel, um welche die DNA um den Komplex gebogen
ist, liegen zwischen 40° und 80°. Die Schwankungen sind dabei aber nicht nur auf die Se-
quenzen, sondern auch auf die verwendeten Methoden zurückzuführen [93]. Für die gleiche
Sequenz zeigt beispielsweise die Röntgenstrukturanalyse mit 39 - 55° etwa nur die Hälfte
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des Wertes der NMR-Studie (78°). Dieses wird durch die Packung im cis-Pt/DNA-Kristall
begründet. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass cis-Pt insgesamt eine Deformation der
DNA in unmittelbarer Nähe des Komplexes verursacht.
Hingegen wird die Bindung von Metallionen (z. B. K+ oder Mg2+) an die Phosphatgruppen
der DNA nur unwesentlich durch cis-Pt beein�usst [104]. Damit ist die gebräuchliche Im-
mobilisierung von DNA mittels Magnesiumionen ebenfalls mit cis-Pt/DNA-Addukten, wie
sie in dieser Arbeit durchgeführt wurde, möglich.

2.3.3 Nanodrähte mit DNA als Templat

Die Verwendung von DNA als molekularer elektrischer Leiter wurde bereits vielfach disku-
tiert [105,106,107,108,109,110,111,112,113,114]. Dabei stand die Frage im Mittelpunkt, ob
sie selbst elektrisch leitend [108], nicht leitend [109,110,111] oder halbleitend [112,113,114]
ist. Dieses ist aber bis heute nicht abschlieÿend geklärt. Sicher ist, dass die Leitfähigkeit
unter anderem von den Umgebungsbedingungen abhängt [107]. Der Elektronentransport
entlang des Basenstapels in B-DNA wurde veri�ziert [115,116,117,118]. Neben dieser in der
Natur üblicherweise vorkommenden Form wird Metallionen-haltige -sogenannte M-DNA-
untersucht [119,120]. Diese enthält zwischen den Basenpaaren Metallionen, die eine quasi
eindimenionale Kette bilden. Diese Stränge weisen gegenüber B-DNA eine deutlich höhere
Leitfähigkeit auf [121,122].
Elektronische Leitfähigkeit konnte erstmals vor wenigen Jahren durch Metallisierung von
DNA [109,123] erzielt werden. Die DNA diente dabei als Templat bei der Reduktion von
Silberionen. Die resultierenden Drähte haben allerdings Durchmesser jenseits von 100 nm,
was die Anwendungen in der zukünftigen Nanoelektronik mit Strukturbreiten kleiner 10 nm
zunächst ausschlieÿt. Zudem sind die Drähte, bedingt durch die nur unzureichend spezi�sche
Reduktion und Metallabscheidung, strukturell nicht homogen aufgebaut. Damit lassen sich
entsprechend kleine Objekte nicht präzise kontaktieren. Durch Verfeinerung oder Modi�kati-
on der Bedingungen, wie beispielsweise die Verwendung von DNA-Anlagerungsverbindungen
[124,125] oder elektrostatisch gebundenen Gold-Nanopartikeln [126,127], sind im Laufe der
Jahre Strukturen auch auf Basis anderer Metalle wie Pd [128,129], Pt [124,125], Ag [130]
oder Cu [131,130] entstanden, die inzwischen wesentlich kleinere Durchmesser aufweisen.
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Zudem konnte die anfangs störende unspezi�sche Metallabscheidung abseits der DNA auf
den dabei verwendeten Substraten minimiert werden [130].
Die Reduktion von Metallsalz-Lösungen an DNA produziert trotz fortschreitender Optimie-
rungen eine breit gestreute Gröÿenverteilung der entstehenden Partikel. Nur vollkommen
mit Metall dekorierte DNA-Stränge, welche dann Durchmesser mehrerer 10 nm haben, zei-
gen auch elektronische Leitung; metallisierte DNA-Stränge mit kleineren Metallinseln zeigen
kleine Lücken, was zur Störung des Ladungstransportes führt. Eine gleichmäÿige Umman-
telung mittels der genannten Verfahren konnte bislang nicht erreicht werden.

2.3.4 DNA als Templat für die Elektronik

Ausgehend von einzelnen DNA-Molekülen, die als Vorlage für Nanodrähte dienen, entstan-
den weiterführende Konzepte, die über die Darstellung von Nanodrähten hinausgehend
die Verwendung von DNA-Strukturen zum Aufbau komplexerer Architekturen entwickel-
ten [28,132,133,134]. Die erfolgreiche Konstruktion zwei- und dreidimensionaler Assembla-
te aus DNA konnten gezeigt werden [135,136,137,138]. Grundlegendes Bauprinzip ist hier
die Abstimmung der Basensequenzen der verwendeten Einzelstränge aufeinander. Es sind
immer nur Abschnitte zweier Stränge komplementär, damit mehrere Stränge miteinander
verknüpft werden können. Diese Vorgehensweise wurde benutzt, um DNA-Strukturen zu
erstellen, die dann als strukturierende Template für die gezielte Protein- und Nanopartikel-
positionierung [27,139,140,141] bzw. Metallisierung [142] dienen.
Durch den Einsatz sequenzspezi�scher Proteine konnten, nachdem die ortsgebundene Me-
tallisierung gezeigt wurde [143], bereits erste Feld-E�ekt-Transistoren aus Kohlensto�-Nano-
röhren mit DNA als Templat hergestellt werden [144].
DNA zeigt somit groÿes Potential als Struktur vorgebendes Molekül, um Schaltelemente zu
positionieren, adressieren und kontaktieren, und das über einen variablen Längenskalenbe-
reich [28,145,134,146].
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3.1 Metallisierung von DNA

Eine Metallisierung von DNA sollte durch Reduktion einer Metallsalzlösung durchgeführt
werden (siehe Abbildung 3.1).

Abb. 3.1: Schema der Metallisierung von DNA. Im ersten Schritt werden die Gegen-
ionen am Rückgrat der DNA gegen Metallionen (Me+) ausgetauscht. Im
zweiten Schritt wird eine Metallsalz-Lösung reduziert. Die Abscheidung er-
folgt an den Metallionen aus dem ersten Schritt.

Die DNA wurde zunächst mit einem Metallsalz bzw. Metallkomplex funktionalisiert. Die
Metallionen tauschen die Gegenionen am Rückgrat der DNA aus, bzw. der Metallkomplex
bindet an die Basenpaare. Dadurch wurden Nukleationszentren an die DNA gebunden, an
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denen Nanopartikel durch Reduktion einer zweiten Metallsalz-Lösung gebildet werden soll-
ten. Die Verwendung dieser Zentren sollte die unspezi�sche Bildung von Partikeln auf dem
Substrat verhindern bzw. minimieren. Um die Spezi�tät weiter zu erhöhen, wurde im Ge-
gensatz zu den in [74] vorgestellten Arbeiten kein Ionenaustausch mit Silber vorgenommen,
sondern cis-Pt verwendet (zur spezi�schen Bindung siehe Kapitel 2.3.2.1, Seite 38).

Die Metallisierung sollte dabei an Plasmiden sowie an DNA-Netzwerken aus biotinylier-
ter DNA und Streptavidin (siehe Abbildung 3.2) durchgeführt werden. DNA-Netzwerke
[132,147,148] sind insofern interessant, da sie als Grundstruktur für elektronische Schaltun-
gen dienen könnten. Die Metallisierung der DNA kontaktiert quasi in-situ die Streptavidin-
Knoten, die als tetravalente Bindungseinheit beispielsweise für die Anlagerung weiterer bio-
tinylierter Nanopartikel fungieren könnten (siehe Abbildung 3.2).

Abb. 3.2: Aufbau (A) und Metallisierung (B) eines Netzwerkes aus biotinylierter DNA
und Streptavidin. In (B) sind zusätzlich die Anlagerung biotinylierter Par-
tikel an das Netzwerk und Elektroden zur Kontaktierung der Netzwerke
skizziert.
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3.2 1D-Systeme

Die Darstellung der eindimensionalen Gold-Nanopartikel Systeme verlief über einen zwei-
stu�gen Syntheseweg (siehe Abbildung 3.3).

Abb. 3.3: Schema zur 1D-Anordnung von Gold-Nanopartikeln an DNA.

Im ersten Schritt wurde cis-Pt (siehe Kapitel 2.3.2) an die DNA gebunden. Für die vorlie-
genden Experimente wurde Plasmid-DNA (pBR322) ausgewählt. Die Auswahlkriterien für
diese DNA-Stränge waren einerseits die leichte Verfügbarkeit und andererseits eine für die
Rasterkraftmikroskopie leicht abbildbare Länge. Das Plasmid ist ringförmig und mit einer
Stranglänge von 1.5µm deutlich von möglicherweise entstehenden Verunreinigungen oder
Fragmenten zu unterscheiden. Der Durchmesser beträgt dabei für doppelsträngige DNA
2nm und lässt sich mittels AFM gut abbilden, erscheint aber durch die im tapping mode

wirkenden Kräfte etwas kleiner [149].
In der in Abbildung 3.3 dargestellten Synthese bindet das cis-Pt unter Austausch der
Chloridliganden (Mechanismus siehe Kapitel 2.3.2) zunächst an die DNA. Im zweiten Schritt
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wurde die Nanopartikellösung hinzu gegeben. Diese Partikel (d=4nm) waren mit Cyste-
amin funktionalisiert, wobei die Bindung zum Gold gemäÿ der hier aufgestellten Arbeits-
hypothese über den Schwefel erfolgte. Über die verbleibende freie Amino-Funktion erfolgte
der Ligandenaustausch am cis-Pt [150]. Die Triebkraft ist hierbei einerseits der Überschuss
an Nanopartikeln und andererseits die durch den mehrzähnigen Liganden höherer Komplex-
bildungskonstante. Eine eingehendere Untersuchung dieser Prozesse ist Gegenstand einer
laufenden Dissertation [151]. Aufgrund der über den gesamten Strang verteilten d(pGpG)-
Paare wurde eine eindimensionale Anordnung von Nanopartikeln erwartet.
Neben der Charakterisierung durch bildgebende Verfahren wie Rasterkraft- und Rasterelek-
tronenmikroskopie sollten die Bindungsverhältnisse zwischen cis-Pt und Cysteamin/Nano-
partikel untersucht werden.
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3.3 2D-Systeme

Die Immobilisierung von Gold-Nanopartikeln mittels DNA wurde bereits in der vorange-
gangenen Diplomarbeit beschrieben und durchgeführt [74,152].
Im Rahmen einer Kooperation mit Prof. Dr. C.Niemeyer, Universität Dortmund, wur-
de die Synthese zweidimensionaler mittels DNA immobilisierter und zusätzlich vernetzter
Gold-Nanopartikel von Dipl.-Chem.B.Ceyhan durchgeführt und soll kurz erläutert wer-
den [153,154] (siehe Abbildung 3.4).

Abb. 3.4: Schema zum Aufbau vernetzter 2D-Aggregate aus DNA-funktionalisierten
Gold-Nanopartikeln (nach [153]). (A) Funktionalisierung der Gold-
Nanopartikel, (B) Immobilisierung und Quervernetzung der Partikel über
den Immobilisierungs- und Querlinker.

Die verwendeten 15 nm Gold-Nanopartikel wurden zunächst mit zwei nicht komplementären
DNA-Einzelsträngen 1 und 2 bzw. 1 und 3 funktionalisiert (D2-AuA und D2-AuB). Die
Gold-Ober�äche wurde mit 4 funktionalisiert. Durch Zugabe von Linker 5, der komplemen-
tär zu 1 und 4 ist, konnten die Partikel immobilisiert werden (Linker 5 wird im Folgenden
als Immobilisierungslinker (IL) bezeichnet). Der zweite Linker 6, der komplementär zu 2
und 3 ist, vernetzte die Partikel untereinander (Linker 6 wird als Querlinker (QL) bezeich-
net). In den Untersuchungen wurde der Anteil an vernetzendem Querlinker variiert.

Die so aufgebauten substratgebundenen Schichten bzw. Aggregate wurden mittels Raster-
kraftmikroskopie und UV/Vis-Spektroskopie untersucht.
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3.4 3D-Systeme

Die Vernetzung von Nanopartikeln und der Aufbau dreidimensionaler Aggregate kann bei-
spielsweise mit Hilfe von DNA [30,58,74,155,156,157] erfolgen und dient zur Untersuchung
von Kopplungsphänomenen [31,59,60,158]. Da die Plasmonenresonanz der verwendeten Gold-
Nanopartikel im sichtbaren Spektralbereich des Lichts liegt [29], lässt sich die Aggregation
mittels die UV/Vis-Spektroskopie beobachten. Hier wurde die Vernetzung über den in Ab-
schnitt 3.2 vorgestellten Platin-Komplex durchgeführt, um den postulierten Ligandenaus-
tausch zu untersuchen.

Abb. 3.5: Schema zur dreidimensionalen Vernetzung von Gold-Nanopartikeln mittels
cis-Pt.

Die Vernetzung wurde durch Zugabe von cis-Pt zu einer Lösung von Cysteamin-funktionali-
sierten Nanopartikeln erreicht. Entsprechend der Hypothese in Abschnitt 3.2 wurden die
Chlor- und Amino-Liganden gegen die Aminofunktionen des Cysteamins ausgetauscht, wo-
durch die Vernetzung der Nanopartikel über das Platin entsteht.
Diese Nanopartikel-Netzwerke wurden mittels Transmissionselektronenmikroskopie und
UV/Vis-Spektroskopie charakterisiert.
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4 Experimenteller Teil

4.1 Präparation der Substrate und verwendete Geräte

4.1.1 Goldsubstrate

Auf eine frisch gespaltene Glimmer-Ober�äche wurde ein Gold�lm von etwa 30 nm Dicke
durch Sputtern abgeschieden. Auf diesen wurden Glas-Substrate mit Epoxidharz geklebt
und nach dem Aushärten die goldbeschichteten Glas-Substrate von der Glimmer-Ober�äche
abgespalten.

4.1.2 Glas und Silizium

Die eingesetzten Glaskolben und Bechergläser wurden mit einer 2%igen, wässrigen Hell-
manex-Lösung für eine halbe Stunde im Ultraschallbad gereinigt. Die Glasgeräte wurden
4 - 5mal mit Wasser∗ gespült. Für Nanopartikel-Synthesen wurden sie und die benötigten
Rührkerne zudem 15Minuten mit Königswasser gereinigt. Nach gründlichem Ausspülen (5 -
6mal) mit Wasser trockneten die gereinigten Glasgeräte, bzw. Rührkerne bei 50 - 70� im
Trockenschrank.
Die mit Aceton und Wasser im Ultraschallbad vorgereinigten Substrate wurden 20Minuten
in einem 1:1:3-Gemisch aus 30%iger wässriger NH3-Lösung, 30%iger wässriger H2O2-Lösung
und Wasser in einem Becherglas in der Siedehitze gehalten. Kleine Substratstücke wurden
einzeln in Schnappdeckelglässchen gereinigt. Nach dem Abkühlen wurde mit ausreichend
Wasser gespült.

∗Hier und im Folgenden wird, sofern nicht anders vermerkt, reinst. Wasser mit einem Leitwert von
0.055µS·cm−2 verwendet.
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Die Substrate wurden einzeln im Sticksto�strom getrocknet und bis zur Verwendung staub-
frei gelagert.

4.2 Aufbereitung der DNA

Die Plasmid-DNA (pBR332) wurde in H2O gelöst und entweder direkt verwendet oder bei
-20� gelagert. Nach dem Auftauen wurde die DNA-Lösung 2min im Wasserbad (80�)
erwärmt und einige Sekunden auf dem Vortexer durchmischt.

4.3 Herstellung der eingesetzten Gold-Nanopartikel

4.3.1 Citrat-stabilisierte Gold-Nanopartikel

Die Gold-Nanopartikel wurden durch Reduktion von Tetrachlorgoldsäure mit Natriumcitrat
in wässriger Lösung hergestellt [159,160].
Für die Reduktion wurden 100mg Tetrachlorgoldsäure Trihydrat (HAuCl4·3H2O) gelöst in
10mL Wasser, 25mg Trinatriumcitrat Dihydrat (HOC(CO2Na)(CH2CO2Na)2·2H2O) gelöst
in 25mL Wasser, in 500mL siedendes Wasser gegeben und unter starkem Rühren in der
Siedehitze gehalten. Die Lösung färbte sich nach wenigen Minuten zunächst blau-schwarz,
später tiefrot. Sobald keine weitere Farbänderung mehr zu beobachten war, wurde weitere
10min gerührt. Danach kühlte die Lösung langsam auf Raumtemperatur ab.
Die Konzentration der Nanopartikellösung wurde mittels UV/Vis-Spektroskopie (Extink-
tion bei 518 nm (±2 nm), Extinktionskoe�zient ε≈ 5·108M-1cm-1 (siehe Kapitel 4.4)) zu
0.62 nmol·L-1 bestimmt. AFM-Aufnahmen zeigen als Durchmesser der Gold-Nanopartikel
Werte von 20 - 30 nm und Höhen von 12 - 17 nm. Durch den Abbildungsfehler und das Auf-
lösungsvermögen der AFM-Messspitzen kann der Durchmesser aus der Breite nicht präzise
ermittelt werden (siehe Kapitel 2.2.1.2). Daher wird die Höhe von ≈15 nm aus den AFM-
bzw. TEM-Aufnahmen (siehe Abbildung 4.1) als Durchmesser für die Partikel angenommen.
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4.3 Herstellung der eingesetzten Gold-Nanopartikel

Abb. 4.1: TEM-Aufnahme Citrat-stabilisierter Gold-Kolloide mit Partikelgröÿenver-
teilung.

4.3.2 Cysteamin-funktionalisierte Gold-Nanopartikel

Die Cysteamin-funktionalisierten Gold-Nanopartikel wurden durch Reduktion von Tetra-
chlorgoldsäure mit Natriumborhydrid in wässriger Lösung hergestellt.
21.2mg Tetrachlorgoldsäure Trihydrat wurden in 4mL Wasser und 0.008mg Cysteamin
(HSC2H4NH2) in 2mL Wasser gelöst und in 200mL Wasser gegeben. Unter starkem Rüh-
ren wurde diese Lösung mit einer Lösung aus 15.12mg Natriumborhydrid (NaBH4) in 4mL
Wasser versetzt und weitere 30min bei Raumtemperatur gerührt. Die Lösung nahm zu-
nächst eine dunkelblaue und später tiefrote Farbe an.
Zum Schutz der Partikellösung wurde die Synthese in braunen Glasgefäÿen durchgeführt,
in denen sie auch im Kühlschrank gelagert wurden.

Abb. 4.2: TEM-Aufnahme Cysteamin-funktionalisierter Gold-Nanopartikel.
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Die Konzentration der Partikellösung wurde mittels UV/Vis-Spektroskopie (Extinktion bei
509 nm (±2 nm), Extinktionskoe�zient ε≈ 1·107M-1cm-1) zu 0.065 nmol·L-1 bestimmt. AFM-
Aufnahmen zeigen korrespondierend zu den Durchmessern in TEM-Aufnahmen Höhen von
4 - 5 nm.

IR- und Raman-Messung Für die IR- und Raman-Messungen wurden die reinen Cyste-
amin-funktionalisierten Gold-Nanopartikel in der für die Präparationen in Kapitel 4.6 (Seite
56) verwendeten Konzentration sowie eine zweite Lösung mit 1.5 µL cis-Pt-Lösung (auf 1mL
Partikel-Lösung) gemessen. Die IR-Messung erfolgte in einer Standard-UV/Vis-Küvette
(Quarz, lK =1 cm), die Raman-Messung im Quarzröhrchen (d=0.5 cm).

4.4 Berechnung der Extinktionskoe�zienten

Der Extinktionskoe�zient ε lässt sich - wie in [58] für 8 nm und 31 nm groÿe Partikel be-
schrieben - aus der Anzahl der im Partikel enthaltenen Goldatome, der Dichte von Gold und
aus den Charakterisierungsdaten (TEM, AFM) abschätzen. Die optischen Eigenschaften wie
beispielsweise die Plasmonenresonanz oder Streue�ekte werden nicht berücksichtigt. Bei der
Berechnung für ein 15 nm groÿes, ideal sphärisches Partikel ergibt sich nach Gleichung 4.1
eine Atomzahl n≈ 104 000.

NAtome/Partikel =
4π · r3

Partikel · ρGold ·NA

3 ·M(Au)
(4.1)

NAtome/Partikel : Anzahl Atome pro Partikel
rPartikel : Radius Partikel
ρGold : Dichte Gold (19.32 g·cm−3 [161])
NA : Avogadrozahl
M(Au) : Molare Masse Gold (196.966 g·mol−1)

Für die Extinktion pro Atom werden unterschiedliche Werte von 3900M-1·cm-1 [162] bzw.
4000M-1·cm-1 [163] angegeben oder aus Literaturdaten berechnet (4736M-1·cm-1 für 8 nm
Partikel bzw. 5101M-1·cm-1 für 31 nm Partikel [58]). Die Extinktionskoe�zienten verschie-
dener Partikeldurchmesser aus dem Mittelwert der Daten aus der Literatur [162,58,163] sind
in Tabelle 4.1 aufgelistet und in Abbildung 4.3 gra�sch dargestellt.
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4.4 Berechnung der Extinktionskoe�zienten

Tab. 4.1: Extinktionskoe�zienten ε und Atome pro Partikel NAtome/Partikel für ver-
schiedene Partikeldurchmesser dPartikel.

dPartikel /nm NAtome/Partikel ε/M-1·cm-1

3 835 3.6·106
4 1979 8.5·106
5 3866 1.7·107
8 15835 6.8·107
14 84867 3.6·108
15 104383 4.5·108
16 126682 5.4·108
31 921381 3.9·109

Abb. 4.3: Auftragung des Extinktionskoe�zienten gegen den Partikeldurchmesser. Im
Inset ist der Bereich für Partikeldurchmesser um 15 nm vergröÿert darge-
stellt. Die gestrichelte Kurve ist aus den Mittelwerten der Literaturwerte
berechnet.

Abbildung 4.3 zeigt die aus verschiedenen Literaturwerten berechneten Extinktionskoe�-
zienten für verschiedene Partikelgröÿen, wobei die gestrichelte Kurve die Mittelwerte dar-
stellt. Soll ε für Partikel mit einer gewissen Gröÿenverteilung berechnet werden, können
diese Werte nur zur Abschätzung dienen, da in diesem Fall die Extinktionskoe�zienten aller
Partikelgröÿen berücksichtigt werden müssen.
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4.5 Metallisierung durch Reduktion einer

Metallsalzlösung

4.5.1 Metallisierung nach der Immunogold-Silver-Staining-Methode

und Braun et al.

4.5.1.1 Präparation der DNA-Netzwerke

Die verwendeten Netzwerke aus biotinylierter DNA (169 bp) und Streptavidin wurden in
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. C.Niemeyer präpariert [147].
Es wurden je 1µL (1.0·10-15mol) DNA-Netzwerk-Lösung mit 2µL (0.5·10-7mol) Magnesi-
umchlorid vermischt und 1min auf einem frisch gespaltenen Glimmer-Substrat inkubiert.
Der Tropfen wurde mit etwa 50mL Wasser abgespült und das Substrat im leichten Stick-
sto�strom getrocknet.

4.5.1.2 Präparation von Multi-DNA-Netzwerken

Für die Herstellung von DNA-Netzwerken, die aus mehreren umeinander gewickelten DNA-
Strängen bestehen, wurden 8µL einer einseitig thiolfunktionalisierten doppelsträngigen DNA
(264 bp, 0.22·10-12mol/µL) mit 2 µL (0.5·10-7mol) Magnesiumchlorid vermischt und auf ein
frisch gespaltenes Glimmer-Substrat aufgetropft. Nach 1min wurde der Tropfen mit Wasser
abgespült und das Substrat mit Sticksto� getrocknet.

4.5.1.3 Metallisierung

Die Lösungen wurden nach Braun et al. bzw. der Immunogold-Silver-Staining-Methode
[109,164,165] angesetzt und die Metallisierung durchgeführt.

Lösung 1 (Ionenaustausch) Der Ionenaustausch erfolgte durch Auftropfen von 10µL ei-
ner 0.01M AgNO3-Lösung (NH4OH, pH=10.5). Nach 1 - 2min Inkubation wurde das Sub-
strat mit etwa 30µL Wasser gewaschen und im Sticksto�strom getrocknet.
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4.5 Metallisierung durch Reduktion einer Metallsalzlösung

Lösung 2 (Reduktion) Die Silberionen an der DNA wurden dann durch Auftropfen von
10 µL 5mMHydrochinon-Lösung (1,4-Dihydroxybenzol, NH4OH, pH=10.5) reduziert. Nach
1 - 2min wurde das Substrat ebenfalls mit etwa 30µL Wasser gewaschen und im Sticksto�-
strom getrocknet.

Lösung 3a und 3b (Entwickler) Für Lösung 3a wurden 2.55 g Citronensäure Monohy-
drat, 2.35 g Trinatriumcitrat Dihydrat und 0.85 g 1,4-Dihydroxybenzol in 85mL destilliertem
Wasser und für Lösung 3b 0.11 g Silberlactat in 15mL destilliertem Wasser im Dunkeln ge-
löst.
Zur abschlieÿenden Entwicklung der Silberatome an der DNA wurden direkt vor Gebrauch
1.7mL Lösung 3a mit 0.3mL Lösung 3b unter Lichtausschluss vermischt, auf das Substrat
getropft, nach etwa 5min mit Wasser gewaschen und im Sticksto�strom getrocknet.

4.5.2 Metallisierung unter modi�zierten Bedingungen

4.5.2.1 Präparation der DNA

Präparation der DNA-Netzwerke Auf ein Substrat mit DNA-Netzwerken aus Kapitel
4.5.1.1 wurde ein Tropfen aus 3 µL Citrat-Pu�er (Lösung 3a) und 3µL (1.2·10-9mol) cis-Pt-
Lösung (cis-Pt(NH3)2Cl2, in 50mM HCl) gegeben, nach etwa 3min mit etwa 50mL Wasser
abgespült und im leichten Sticksto�strom getrocknet.

Aufbereitung der Plasmide 2 µL (7.7·10-17mol) Plasmid (pBR322) wurden mit gesättig-
ter cis-Pt-Lösung (cis-Pt(NH3)2Cl2, in 100mM HCl) mit 6 µL Citrat-Pu�er (Lösung 3a)
vermischt und 24 h bei 4� gelagert. 5 µL dieser Lösung wurden mit 1 µL (1.0·10-7mol)
Magnesiumchlorid auf den frisch gespaltenen Glimmer aufgetragen, nach 3min mit Wasser
abgespült und im Sticksto�strom getrocknet.

4.5.2.2 Metallisierung

Reduktion von Silberlactat mit Licht 5 µL einer frisch im Dunkeln angesetzten 50mM
Silberlactat-Lösung wurden auf das Substrat mit der DNA gegeben und 2min belichtet.
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Reduktion von Tetrachlorgoldsäure mit Ascorbinsäure 5 µL einer 3.7mM Tetrachlor-
goldsäure-Lösung wurde auf das Substrat gegeben und mit weiteren 2µL einer 100mM
Ascorbinsäure-Lösung reduziert.
Die Reaktionen wurde durch Abspülen des überstehenden Tropfens mit Wasser gestoppt
und das Substrat im Sticksto�strom getrocknet.

4.6 Präparation der 1D-Strukturen

Bei der in-situ-Präparation wurden die Strukturen aus DNA und Partikeln zunächst in
Lösung erzeugt und dann auf dem jeweiligen Substrat abgeschieden, während bei der ex-
situ-Präparation die DNA erst auf dem Substrat abgeschieden und durch spätere Zugabe
der Partikel in das entsprechende System überführt wurden.

4.6.1 In-situ Präparation

Es wurden je 2µL (7.7·10-17mol) Plasmid (pBR322) und gesättigte cis-Pt-Lösung (cis-
Pt(NH3)2Cl2, in 100mM HCl) mit 16 µL Citrat-Pu�er (2.55 g Citronensäure Monohydrat,
2.35 g Trinatriumcitrat Dihydrat in 85mL Wasser gelöst) vermischt und 24 h bei 4� ge-
lagert (Lösung A) um sicherzustellen, dass sich genügend cis-Pt an die DNA anlagerte.
5 µL Lösung (0.065 nmol·L-1) der Cysteamin-funktionalisierten Gold-Nanopartikel gab man
zu Lösung A und inkubierte weitere 24 h bei 4� (Lösung B). Nachdem 5µL Lösung B
mit 1 µL (1.0·10-7mol) Magnesiumchlorid vermischt wurden, wurde diese Lösung auf das
Substrat gegeben, nach 3min mit Wasser gespült und im Sticksto�strom getrocknet.

4.6.2 Ex-situ Präparation

5 µL Lösung A wurden mit 1µL (1.0·10-7mol) Magnesiumchlorid vereinigt, auf das Substrat
gegeben, nach 3min mit Wasser abgespült und im Sticksto�strom getrocknet. Dann wurde
ein Tropfen (5 µL) der Nanopartikel-Lösung auf das Substrat gegeben und 12 h in wasserge-
sättigter Luft bei 4� inkubiert. Anschlieÿend wurde das Substrat erneut mit Wasser gespült
und im Sticksto�strom getrocknet.
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4.7 Präparation der 3D-Strukturen

4.7 Präparation der 3D-Strukturen

4.7.1 Konzentrationsabhängige Vernetzung

Für die konzentrationsabhängige Vernetzung wurde eine Konzentrationsreihe wie in Ta-
belle 4.2 hergestellt. Die Menge an kaltgesättigter cis-Pt-Lösung wurde vorgelegt und die
Nanopartikel-Lösung zugegeben. Die Lösungen wurden in einer Quarzküvette (L=1 cm)
mit dem Lösungsmittel (Wasser) als Referenz UV/Vis-spektroskopisch untersucht (Integra-
tionszeit ti =12ms).

Tab. 4.2: Konzentrationsreihe zur Vernetzung von Gold-Nanopartikeln mit cis-Pt.
VPartikel /mL Vcis−Pt /µL1 0.5

1 0.875
1 1.25
1 1.625
1 2.0

4.7.2 Zeitlicher Verlauf der Vernetzung

Um die Vernetzung zeitlich verfolgen zu können, wurden 1 µL cis-Pt-Lösung in einer Quarz-
küvette (L=1 cm) vorgelegt und 1mL Nanopartikel-Lösung hinzu gegeben. Mit der Zuga-
be der Partikel wurde die UV/Vis-Messung begonnen (Referenz Wasser, Integrationszeit
ti =12ms). Die Spektren wurden 1min lang in Abständen von 2 s, danach für den Rest der
Messung in Abständen von 5 s aufgenommen.

4.8 Vorbereitung und Lagerung der Proben

4.8.1 AFM

Die Substrate trockneten mindestens 1 h nach der Präparation in einem Exsikkator bei
Nomaldruck über Blaugel. Die AFM-Messungen wurden bei Raumtemperatur und einer
Luftfeuchtigkeit zwischen 30− 50%rF durchgeführt.
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4.8.2 REM

4.8.2.1 Untersuchung im LEOSupra 55VP und 35VP

Die Proben wurden für die Untersuchungen im REM (Supra 55VP ) nicht beschichtet. Wäh-
rend der Messung wurden die Substrate über ein Peltier-Element auf - 30� gekühlt (nicht
im STEM-Modus). Die über den Variable Pressure Mode eingestellten Drücke (10 - 50Pa)
wurden in den jeweiligen gezeigten Bildern vermerkt.
Die im Transmissionsmodus (STEM) der Geräte untersuchten Proben wurden wie in Ab-
schnitt 4.8.3 vorbereitet.

4.8.2.2 Untersuchung im Hitachi 5200

Für die Messungen im Hitachi 5200 stand zusätzlich ein Cryo-System zur Verfügung. Die
Proben wurden zunächst in �üssigem Sticksto� eingefroren und unter Cryo-Bedingungen
mit Platin bedampft. Um den Kontrast bei extrem �achen Proben wie DNA auf Silizium zu
erhöhen, wurde eine Schattenbedampfung durchgeführt (siehe Abbildung 4.4). Dazu wurde
die Probe im 45 °-Winkel mit etwa 1 -2 nm Platin mittels Elektronenstrahlverdampfer be-
schichtet. Der eingestellte Winkel führte zu einer Anhäufung des Materials vor einer Struktur
auf dem Substrat, was in der REM-Aufnahme als hellere Bereiche erscheint. Im Schatten
der Struktur wurde kein Beschichtungsmaterial abgeschieden, so dass diese Bereiche dunkel
erscheinen.
Die Messungen im REM wurden bei - 90� im Hochvakuum durchgeführt.

Abb. 4.4: Schema zur Schattenbedampfung.
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4.9 Präparation der 2D-Strukturen

4.8.3 TEM

Die TEM-Netze (Kohlensto� bedampfte Kupfernetze) wurden kurz in die jeweilige Proben-
lösung eingetaucht und auf einem Filterpapier getrocknet. Die Lagerung bis zur Messung
erfolgte im Exsikkator.

4.9 Präparation der 2D-Strukturen

Die Substrate mit zweidimensionalen Partikel-Aggregaten wurden in der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. C.Niemeyer von B.Ceyhan hergestellt [153,154].

4.10 Vorbereitung und Lagerung der Proben

4.10.1 AFM

Die Substrate wurden wie bereits in Kapitel 4.8.1 beschrieben behandelt und trockneten
mindestens 1 h nach der Präparation in einem Exsikkator bei Nomaldruck über Blaugel.
Die AFM-Messungen wurden bei Raumtemperatur und einer Luftfeuchtigkeit zwischen 30 -
50%rF durchgeführt.

4.10.2 Mikroskopie und UV/Vis-Spektroskopie

Zur UV/Vis-spektroskopischen Untersuchung wurden mehrere geeignete Probenstellen im
Lichtmikroskop ausgewählt und in Re�ektion/Hellfeld und Re�ektion/Dunkelfeld bei einer
50 fachen Vergröÿerung spektroskopiert (Integrationszeit ti =200ms). Der Messaufbau ist in
Abbildung 4.5 dargestellt.
Als Lichtquelle diente eine Halogenlampe mit einem spektralen Bereich von 450 nm bis
750 nm. Das Maximum des Emissionsspektrums dieser Lichtquelle lag bei 580 nm. Die Grö-
ÿe des Mess�ecks betrug etwa 60µm · 40 µm=2400 µm2 (siehe Abbildung 4.6). Zum Ver-
gleich mit den mittels AFM untersuchten Messfeldern, ist in Abbildung 4.6 zusätzlich ein
10 µm · 10 µm=100 µm2 groÿes AFM-Bild eingefügt.
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Abb. 4.5: Messaufbau zur Au�icht Hellfeld-Mikroskopie und UV/Vis-Spektroskopie
(Links). Strahlengang für die Dunkelfeld-Mikroskopie (Rechts). [166]

Abb. 4.6: Lichtmikroskopische Aufnahme einer Gold-Ober�äche mit DNA-immobi-
lisierten Nanopartikeln. Der umrandete Bereich kennzeichnet die für die
UV/Vis-Spektroskopie relevante Fläche. Zum Vergleich mit den AFM-
Aufnahmen ist ein 10 · 10 µm2 groÿes AFM-Bild maÿstabsgetreu eingefügt.

Die an neun verschiedenen Stellen pro Probe aufgenommenen Re�ektionsspektren wurden
zunächst mit Hilfe eines bei gleichen Bedingungen erstellten Referenz-Re�ektionsspektrums
an einer unbehandelten Gold-Ober�äche gemäÿ Gleichung 4.2 in Extinktionsspektren umge-
rechnet. Bei verschiedenen Probenchargen wurde jeweils ein Goldsubstrat der Herstellungs-
reihe als Referenz verwendet. Für die weitere Auswertung wurden die aus allen Spektren
einer Probe gemittelten Extinktionspektren verwendet.
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4.10 Vorbereitung und Lagerung der Proben

∆ExtSchicht(λ) = −lg
IProbe(λ)

IReferenz(λ)
(4.2)

ExtSchicht(λ) : Extinktion der Partikelschicht
λ : Wellenlänge
IProbe(λ) : Re�ektionsspektrum der Probe
IReferenz(λ) : Re�ektionsspektrum der Referenz

4.10.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der AFM-Bilder erfolgte durch manuelles und Software-unter-
stütztes Auszählen der Partikel und deren Zuordnungen zu Aggregaten.
Beim manuellen Auszählen erfolgte die Zuordnung der Partikel zu Aggregaten, nachdem
der durch den jeweiligen Linker vorgegebene Abstand ermittelt wurde. Die Partikel, die
mindestens ein Nachbarpartikel in diesem oder in kleinerem Abstand aufwiesen, wurden
Aggregaten zugewiesen. Die Aggregatgröÿe wurde dabei durch die Anzahl der Partikel be-
schrieben, die diesem Kriterium folgten. Die so erhaltenen absoluten Zahlen wurden zum
besseren Vergleich durch Normierung auf die ausgezählte Fläche in Partikeldichten über-
führt.
Die zeitaufwändige und naturgemäÿ subjektive Auszählung per Hand konnte auch software-
gestützt† durchgeführt werden. Die Erkennung runder Partikel erfolgte dabei durch Wahl
eines Farbwertes als Grenzwert für den Durchmesser. Erkannte Partikel wurden in einem
ersten Durchgang durch einen Kreis markiert. Durch manuelle Korrektur konnten nicht er-
kannte Partikel der Auswahl hinzugefügt werden. Im zweiten Durchlauf wurden die Partikel
durch Vorgabe eines Abstandsparameters Aggregaten zugeordnet.
Die Auszählung nach beiden Methoden lieferte somit eine Partikeldichte (Anzahl der Parti-
kel pro Quadratmikrometer), Aggregatdichte (Anzahl Aggregate pro Quadratmikrometer)
und Aggregatgröÿenverteilung (Anzahl Aggregate mit verschiedenen Partikelanzahlen). Die
Ergebnisse sind in Tabelle 5.1 (Seite 95) aufgelistet.

†Die Software wurde von Dr.D. Sanders in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.U. Simon,
RWTHAachen, entwickelt; siehe auch www.ac.rwth-aachen.de
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5 Darstellung und Diskussion der

Ergebnisse

5.1 Metallisierung von DNA und DNA-Netzwerken

Die Metallisierung erfolgte zunächst nach Braun et al. bzw. nach der Immunogold-Silver-

Staining-Methode (IGSS) [109,164,165]. Zusätzlich wurden hierauf basierend die Protokolle

hinsichtlich der Einbringung der Metallzentren und Reduktionsmittel modi�ziert.

5.1.1 Metallisierung von DNA-Netzwerken nach IGSS und Braun

et al.

Vor der Metallisierung wurden die DNA-Netzwerke aus biotinylierter DNA und Streptavidin
hergestellt, auf Glimmer immobilisiert und mittels AFM abgebildet (siehe Abbildung 5.1).

Abb. 5.1: Netzwerke aus biotinylierter DNA und Streptavidin (A) und Netzwerke aus
thiolfunktionalisierter DNA (B).
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5.1 Metallisierung von DNA und DNA-Netzwerken

Abbildung 5.1 A zeigt in linearen und ringförmigen Strukturen assoziierte DNA, die über
Streptavidin verbunden war. Das Streptavidin ist dabei durch seinen gröÿeren Durchmesser
(5 nm [132]) von der DNA (2 nm [167]) zu unterscheiden, wobei die aus den AFM-Aufnahmen
bestimmten Durchmesser von 0.6 nm für DNA und 1.1 nm für Streptavidin aufgrund der
Kompression im tapping-mode kleiner sind als die aus Strukturuntersuchung stammenden
Daten [132,167]. Die Abstände von etwa 50 nm zwischen zwei Streptavidin-Einheiten (Kno-
ten) entsprechen der Länge der DNA.
Wurde die DNA in höherer Konzentration eingesetzt, lieÿen sich Netzwerke aus mehreren,
vermutlich verdrillten DNA-Strängen beobachten (siehe Abbildung 5.1 B). Der Durchmes-
ser beträgt mit 2.5 nm etwa ein Vierfaches der aus Abbildung 5.1 A ermittelten 0.6 nm.
Demzufolge sollten die Strukturen aus vier Doppelsträngen aufgebaut sein. Wu et al. be-
richteten über Netzwerke aus Plasmiden, die aus mehreren Doppelsträngen zusammenge-
setzt waren [168]. Die Anzahl der verdrillten Stränge lässt sich aber aus dem Vielfachen des
Durchmessers eines einzelnen Doppelstranges bestimmen.

Abb. 5.2: Metallisierte Netzwerke aus biotinylierter DNA und Streptavidin. (A) Nach
Ionenaustausch mit Lösung 1, (B) nach Reduktion mit Lösung 2, (C) nach
Reduktion mit Lösung 2 ohne Waschschritt.

Abbildung 5.2 stellt die Netzwerke aus DNA und Streptavidin (Abbildung 5.1 A) nach Io-
nenaustausch bzw. nach dem ersten Reduktionsschritt dar. Die Strukturen in A zeigen nach
dem Ionenaustausch keine signi�kanten Veränderungen hinsichtlich ihrer Gröÿe, während
hingegen in B nach der Reduktion gröÿere globuläre Strukturen zu erkennen sind. Deren
Durchmesser ist mit 20 - 50 nm wesentlich gröÿer als die von DNA bzw. Streptavidin. Struk-
turen wie in A konnten nicht nachgewiesen werden.
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5 Darstellung und Diskussion der Ergebnisse

Um zu untersuchen, ob Partikel und welche Gröÿen gegebenenfalls durch Reduktion gebildet
wurden, wurde nach der Reduktion das Substrat nicht mit Wasser abgespült. Neben den
bereits beobachteten gröÿeren Strukturen ist eine gleichmäÿige Bedeckung der Ober�äche
mit kleinen Partikeln zu erkennen (Abbildung 5.2 C). Diese Bedeckung wurde also durch
das Spülen mit Wasser entfernt und kann somit auf unspezi�sch adsorbierte Silberpartikel
zurückgeführt werden. Die gröÿeren Strukturen verblieben hingegen auf dem Substrat, und
wiesen anscheinend eine Bindung zur Ober�äche auf. Hierbei könnte es sich um metallisierte
DNA/Streptavidin-Strukturen gehandelt haben, die linearen bzw. ringförmigen Netzwerke
blieben allerdings nicht erhalten. Die kleinen Partikel in C besitzen einen konstanten Durch-
messer, was bedeutet, dass durch die Reduktion eine gleichmäÿige Partikelgröÿe gebildet
worden ist. Die gröÿeren Partikel zeigen hingegen eine deutliche Varianz, was dadurch er-
klärt werden könnte, dass diese aus metallisierten DNA/Streptavidin-Netzwerkfragmenten
unterschiedlicher Länge gebildet worden sind. Die DNA/Streptavidin-Fragmente wirkten
hier o�enbar als Templat, wobei die Fragmentgröÿe die Gröÿe der Silberpartikel steuerte.
Die abgebildeten Strukturen zeigen die Ergebnisse nach der ersten Reduktion. Der folgen-
de Entwicklungsschritt erzeugte wesentlich gröÿere Strukturen, die sich mittels AFM nicht
abbilden lieÿen.
Ebenso wie bei den DNA/Streptavidin-Netzwerken wurden die Netzwerke aus hoch kon-
zentrierter DNA mit Silbernitrat behandelt und die Silberionen reduziert (siehe Abbildung
5.3).

Abb. 5.3: Netzwerke aus hoch konzentrierter DNA nach Ionenaustausch und Reduk-
tion.
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Die hoch vernetzte Struktur aus Abbildung 5.1 B ist weitestgehend zerstört worden und nur
einzelne Stränge verblieben neben gröÿeren Objekten auf dem Substrat. Ionenaustausch und
Reduktion führten hier scheinbar zur Au�ösung der assoziierten DNA-Stränge. Die gröÿe-
ren Strukturen könnten Silberpartikel sein, die analog zu den DNA/Streptavidin-Netzwerken
mit DNA-Strängen als Templat durch Reduktion der Silberionen entstanden sind. Da die
Struktur der Netzwerke nicht erhalten blieb, wurde hier auf den Entwicklungsschritt ver-
zichtet.
Die Synthese metallisierter DNA und DNA-Netzwerke in Form von Nanodrähten nach
Braun et al. bzw. nach der IGSS-Methode [109,164,165] konnte also nicht nachvollzogen
werden. Daher wurde die Präparationsvorschrift modi�ziert und sowohl der Ionenaustausch,
als auch der Reduktionsschritt verändert. Die Ergebnisse sind im folgenden Kapitel aufge-
führt.

5.1.2 Metallisierung unter modi�zierten Bedingungen

5.1.2.1 Metallisierung von Plasmiden

Bevor auf die eigentliche Metallisierung eingegangen wird, sollen zunächst die Untersuchun-
gen an den cis-Pt-funktionalisierten Plasmiden kurz vorgestellt werden. Eine ausführliche
Diskussion erfolgt in Kapitel 5.2.
Die DNA-Stränge wurden, nachdem sich das cis-Pt angelagert hatte, über Magnesiumionen
elektrostatisch an die Glimmerober�äche gebunden. Sie lagen hier weitestgehend in ihrer
zirkularen Form vor (siehe Abbildung 5.4). Die Länge stimmt mit dem theoretischen aus
der Basenanzahl berechneten Wert von 1.5 µm überein.
Die Metallisierung wurde an den funktionalisierten Plasmiden über die Reduktion von
Silber- bzw. Goldionen durchgeführt und ebenfalls rasterkraftmikroskopisch untersucht (sie-
he Abbildung 5.5).
Das lichtemp�ndliche Silberlactat bildete nach wenigen Minuten unterschiedlich groÿe Par-
tikel. Die Durchmesser variieren stark, wie in der exemplarisch eingefügten Pro�llinie zu
erkennen ist, und liegen im Gröÿenbereich bis etwa 50 nm. Eine bevorzugte Partikelgröÿe
scheint nicht gebildetworden zu sein.
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5 Darstellung und Diskussion der Ergebnisse

Abb. 5.4: AFM-Aufnahme von Plasmiden mit cis-Pt.

Abb. 5.5: AFM-Aufnahmen von DNA mit cis-Pt nach Belichtung von Silberlactat
(A) bzw. Reduktion von Tetrachlorgoldsäure mit Ascorbinsäure (B).

Die DNA ist nicht als Strang zu erkennen. Inwieweit die Metallabscheidung spezi�sch an
den Plasmiden erfolgt ist, kann somit nicht zweifelsfrei bestimmt werden. Es liegt allenfalls
die Vermutung nahe, dass beispielsweise die Struktur, durch die die Pro�llinie gelegt wurde
(Abbildung 5.5 A), auf DNA als Templat basiert haben könnte. Während eine Bildung und
unspezi�sche Abscheidung von Partikeln auf dem Substrat eine statistische Verteilung erge-
ben würde (siehe Abbildung 5.2 C, Seite 63), hätte mit DNA als Templat eher eine lineare
oder verzweigte Strukturen wie in Abbildung 5.4 erkennbar sein müssen.
Die Aufnahme nach Reduktion von Goldionen mittels Ascorbinsäure (Abbildung 5.5 B)
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5.1 Metallisierung von DNA und DNA-Netzwerken

zeigt ähnliche globuläre Strukturen, deren Einzelpartikel-Durchmesser etwas kleiner zu sein
scheinen als bei der Reduktion von Silber. Zusätzlich sind aber einzelne, wesentlich gröÿere
Ablagerungen zu sehen.
Die Ergebnisse stimmen insofern mit der Literatur (siehe Kapitel 2.3.3, Seite 41) überein, als
dass die gebildeten Partikel extrem in ihrer Gröÿenverteilung schwanken. Vollständig me-
tallisierte Stränge waren nicht zu beobachten. Die Variation sowohl der Metallionenlösung
(Silberlactat, Tetrachlorgoldsäure), als auch der Reduktionsmittel (Licht, Ascorbinsäure)
führten nicht zur Bildung einer einheitlichen Partikelgröÿe. Damit wurde das Ziel, die Prä-
paration vollständig metallisierter DNA-Stränge mit möglichst homogenen Durchmessern,
nicht erreicht. Das Konzept der Metallisierung von Plasmiden wurde daher nicht weiterver-
folgt.

5.1.2.2 Metallisierung von Netzwerken aus biotinylierter DNA und Streptavidin

Analog zu den Versuchen im vorangegangenen Kapitel sollte die Metallisierung an Netz-
werken aus biotinylierter DNA und Streptavidin erfolgen. Als Keimbildner wurde für diese
Experimente cis-Pt verwendet, da die Abscheidung der Metalle nur an der DNA zwischen
den Streptavidin-Knoten erfolgen sollte. Die Proben wurden nach diesem ersten Schritt
rasterkraftmikroskopisch untersucht (siehe Abbildung 5.6).

Abb. 5.6: AFM-Aufnahme von DNA-Netzwerken vor (A) und nach (B) cis-Pt-
Zugabe.
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5 Darstellung und Diskussion der Ergebnisse

Die Netzwerke konnten mittels AFM gut abgebildet werden (siehe auch Abbildung 5.1).
Sie zeigen Streptavidin als helle Knotenpunkte, die über DNA verbunden sind. Nach der
cis-Pt-Zugabe blieben nur Fragmente des Netzwerks zurück. Ein Teil der Rückstände liegt
im Gröÿenbereich des Streptavidins. Die kleineren Fragmente lassen sich nicht eindeutig
zuordnen, sind aber für DNA-Stränge zu klein.
Die Ursache für diese massive strukturelle Veränderung ist unklar. Allem Anschein nach
löste die Zugabe der cis-Pt-Lösung die Biotin-Streptavidin-Bindung und führte zur Dege-
neration der Netzwerke. Metallisierte Netzwerke konnten auf diese Weise nicht hergestellt
werden.
Da sich die Metallisierungen nicht mit der gewünschten Spezi�tät und unter Strukturerhalt
durchführen lieÿen, wurde die Synthese über Reduktion einer Metallsalzlösung im weiteren
Verlauf der Arbeit nicht mehr weiter verfolgt.
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5.2 1D-Systeme

5.2 1D-Systeme

Nach den Ergebnissen aus den Experimenten zur Reduktion von Metallsalzen wurde ein

neues Konzept zur Metallisierung von DNA entwickelt. Dabei wurde weiterhin auf die Bin-

dungsspezi�tät von cis-Pt zurückgegri�en. Statt der Reduktion und Bildung von Partikeln

an der DNA erfolgte hier allerdings die Synthese der Partikel ex-situ.

5.2.1 AFM

Die auf Glimmer und Silizium immobilisierten Aggregate wurden rasterkraftmikroskopisch
untersucht. Dies erlaubte die gleichzeitige, zerstörungsfreie Abbildung sowohl der DNA als
auch der Partikel, wobei die Au�ösung durch die AFM-Spitzen begrenzt ist. Einzelne Stränge
zwischen zwei Partikeln konnten nicht unmittelbar abgebildet werden (siehe Kapitel 2.2.1.2,
Seite 26). Daher wurden für die Charakterisierung zusätzlich zu den topographischen Bildern
Phasenbilder (siehe Kapitel 2.2.1.4, Seite 31) verwendet, für die zunächst alle Einzelsubstan-
zen untersucht wurden.
Zusätzlich sollten die Aufnahmen der Einzelsubstanzen unter den Präparationsbedingungen
der DNA/Partikel-Addukte zeigen, inwieweit sie Strukturen (Kristallisation, Agglomera-
tion, Zersetzung) auf den Substraten bilden, die im Weiteren zur Fehlinterpretation der
DNA/Partikel-Strukturen hätten führen können.

Die Topographiebilder der Plasmide auf Glimmer (Abbildung 5.7) bzw. Silizium (Abbildung
5.8) zeigen zwei oder mehrere umeinander gewickelte Doppelstränge. Der Durchmesser für
einen einzelnen Doppelstrang beträgt etwa 1.5 nm und für die Superhelices aus zwei Strän-
gen ungefähr 2.5 nm. Die Bildung solcher multiplen Stränge wird durch bivalente Kationen
wie Mg2+ analog zur Bindung an negativ geladene Ober�ächen verursacht [87,88,168]. Der
aus Röntgenstrukturdaten bekannte Durchmesser einer einfachen Helix von 2 nm [167] lässt
sich aufgrund der Kompression in dynamischen Messmodi wie dem tapping-mode nicht ab-
bilden [168,149,169,170,171].
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5 Darstellung und Diskussion der Ergebnisse

Abb. 5.7: Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen von DNA-Plasmiden ohne (A) und
mit (B) cis-Pt auf Glimmer (links: Topographie, rechts: Phasenbild).

Abb. 5.8: Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen von DNA-Plasmiden ohne (A) und
mit cis-Pt (B) auf Silizium (links: Topographie, rechts: Phasenbild).

Mit cis-Pt modi�zierte DNA zeigt in den Bildern keine strukturellen Unterschiede gegen-
über unmodi�zierter DNA. Die Stränge liegen auch hier teilweise einzeln und teilweise in
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mehrfach umeinander gewickelten Strängen vor. Die in Kapitel 2.3.2.1 (Seite 38) beschrie-
bene Deformation der DNA lässt sich in den vorliegenden Bildern soweit nicht beobachten,
was unter anderem durch die Au�ösung des Rasterkraftmikroskops bedingt war. Eine kom-
plette Degeneration im Rahmen der Au�ösung konnte ebenfalls nicht beobachtet werden.
Im Gegensatz zu den Untersuchungen in [93] lag hier die DNA �xiert auf einem Substrat
vor. Dieses könnte den destabilisierenden E�ekt des cis-Pt zumindest partiell ausgeglichen
haben. Allerdings lieÿ sich hier nicht direkt nachweisen, ob cis-Pt an die DNA gebunden
worden war. Der indirekte Nachweis, dass cis-Pt angelagert worden ist, wird im weiteren
Verlauf dieser Arbeit durch die Immobilisierung der Partikel gezeigt.

Abb. 5.9: Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen der Einzelsubstanzen ((A) cis-Pt,
(B)Nanopartikel) auf Glimmer (links: Topographie, rechts: Phasenbild). In
(A) sind einige Rückstände (mögliche Verunreinigungen) zu sehen. (B) zeigt
Nanopartikel, von denen einige bezüglich ihrer Höhe (Querschnittskurve)
untersucht wurden.

Die Topographie- und Phasenbilder von cis-Pt und Partikeln auf Silizium sind in Abbildung
5.9 bzw. in 5.10 dargestellt. Substrate, die mit cis-Pt unter den für die DNA-Immobilisierung
verwendeten Bedingungen behandelt wurden, zeigen nur vereinzelte gröÿere, möglicherweise
kristalline Rückstände des Pu�ers, während die restliche Ober�äche keine erkennbare Ver-
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5 Darstellung und Diskussion der Ergebnisse

Abb. 5.10: Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen der Einzelsubstanzen auf Silizium
((A) cis-Pt, (B)Nanopartikel, links: Topographie, rechts: Phasenbild).

änderung aufweist. Strukturen in der Gröÿenordnung der verwendeten Gold-Nanopartikel
sind nicht zu erkennen. In EDX-Messungen (siehe Abbildung 5.18, Seite 82) konnte kein
Platin nachgewiesen werden. Damit konnte ausgeschlossen werden, dass cis-Pt Glimmer-
Ober�ächen für das AFM sichtbar veränderte und die Kombination mit weiteren Reagen-
zien wie der Pu�erlösung zu einer Aggregation und Bildung von Pt-Nanopartikeln führten.
Einzelne auf die Substrate aufgebrachte Partikel - ebenfalls unter den gleichen Bedingungen
wie bei der DNA-Immobilisierung - zeigten keine Reaktionen mit der Ober�äche oder dem
Pu�er, die zur Aggregation oder Abbau der Partikel führten. Der Durchmesser bzw. die Hö-
he der Partikel konnte in Übereinstimmung mit den TEM-Daten auf etwa 4 nm bestimmt
werden.
Die Phasenverschiebungen für die einzelnen Substanzen auf den jeweiligen Ober�ächen wer-
den im Folgenden als Referenz- bzw. Richtwerte verwendet. Die Messungen wurden, so weit
möglich, mit gleicher Messspitze und gleichen Messparametern durchgeführt. Sofern nicht
mit gleicher Messspitze/Parametersatz gemessen werden konnte, konnten diese Bilder nicht
direkt miteinander verglichen werden (siehe Kapitel 2.2.1.4, Seite 31). Dennoch waren im
Rahmen einer Messung DNA und Partikel aufgrund der jeweiligen Phasenverschiebung von-
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einander unterscheidbar.
Der frisch gespaltene Glimmer lieferte rückstandsfreie Ober�ächen, während die frisch gerei-
nigten Silizium-Substrate gröÿere Rückstände aufwiesen. Diese konnten aber anhand ihrer
Gröÿe (Höhe >10 nm) und Phasenverschiebung (>40°) von DNA und Partikeln deutlich
unterschieden werden.

Neben den einzelnen Reagenzien (cis-Pt, Partikel) wurde auch die Reaktion der Kombina-
tion Partikel und DNA ohne cis-Pt untersucht. Dazu wurde während der Synthese (siehe
in-situ-Präparation, Kapitel 4.6.1, Seite 56) die Menge an cis-Pt durch Pu�erlösung ersetzt
(siehe Abbildungen 5.11 und 5.12).

Abb. 5.11: Rasterkraftmikroskopische Aufnahme von DNA nach der Zugabe von Na-
nopartikeln ohne vorangegangene Funktionalisierung der DNA mit cis-Pt
(Glimmer).

Abb. 5.12: Rasterkraftmikroskopische Aufnahme von DNA nach der Zugabe von Na-
nopartikeln ohne vorangegangene Funktionalisierung der DNA mit cis-Pt
(Silizium).

Die DNA auf dem Glimmer-Substrat liegt teilweise in gröÿeren Agglomeraten vor, aus denen
o�enbar einzelne Stränge ragten. Partikel sind dabei weder in diesen Ansammlungen, noch
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5 Darstellung und Diskussion der Ergebnisse

an den einzelnen Strängen im Topographie- und Phasenbild sichtbar. Das Silizium-Substrat
weist neben den gröÿeren Verunreinigungen ebenfalls in beiden Bildern nur vereinzelte Parti-
kel auf. Entgegen den in [172] verwendeten kleineren [Au55(Ph2PC6H4SO3H)12Cl6]-Clustern
banden die Cysteamin-funktionalisierten Partikel ohne cis-Pt nicht an die Plasmide. Experi-
mentelle Ergebnisse und theoretische Berechnungen von Liu et al. zeigen, dass Au55-Cluster
beim Mischen mit DNA in die groÿe Furche der DNA eingelagert wird. Die Aggregate konn-
ten mittels AFM an Luft abgebildet werden. Im Vakuum schienen unter Verlust einiger
Phosphanliganden die Au55-Cluster zu Au13-Clustern abgebaut zu werden. Unter Verlust
der stabilisierenden Wasserliganden am Rückgrat der B-DNA erfolgte eine Umwandlung
zur A-Form. Die Au13-Cluster wiesen die passende Gröÿe für die Stabilisierung der A-Form
auf, so dass eine Einlagerung dieser Cluster vermutet wird [172]. Die hier verwendeten
Cysteamin-funktionalisierten Nanopartikel waren zum einen gröÿer und sie hatten durch
eine Gold-Schwefel-Bindung stärker gebundene Liganden. Eine Verdrängung der Liganden
ist daher ebenso wie eine Anlagerung der Partikel an die DNA weniger wahrscheinlich und
wird durch die vorliegenden Daten nicht gestützt. Vereinzelte, unspezi�sche Bindungen sind
vermutlich auf elektrostatische Wechselwirkungen zwischen der bei leicht saurem pH-Wert
(Ciratpu�er pH≈ 5) positiv geladenen Aminofunktion (pKs≈ 10) des Liganden und dem
negativ geladenen Rückgrat der DNA zurückzuführen.

Die in den Abbildungen 5.7, 5.13 für Glimmer und in 5.8, 5.14 für Silizium gezeigten AFM-
Aufnahmen dokumentieren den schrittweisen Aufbau der Aggregate über die unmodi�zierte,
mit cis-Pt modi�zierte und danach mit Partikeln dekorierte DNA.
Der letzte Schritt der Synthese bestand aus der Zugabe der Partikel zu entweder zu in Lösung
be�ndlicher oder zu bereits auf dem Substrat gebundener DNA. Wurden die Aggregate in
Lösung gebildet, waren auf den Substraten nur partiell dekorierte Plasmide nachweisbar. Die
Zugabe von Partikeln auf ein Substrat lieferte nahezu vollständig mit Partikeln dekorierte
Plasmide. Der Grund hierfür ist vermutlich in der für die DNA-Immobilisierung verfügbaren
Anzahl an zugänglichen Phosphatgruppen zu sehen. Die Bindung der Plasmide mit ihrem
negativ geladenen Rückgrat erfolgte zum negativ geladenen Substrat über die zur DNA-
Lösung gegebenen Mg2+-Ionen. Aber nur ein Teil der Phosphatgruppen konnte aus sterischen

74



5.2 1D-Systeme

Abb. 5.13: Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen von DNA-Plasmiden mit Nanopar-
tikeln auf Glimmer, in Lösung (A) und auf dem Substrat (B) funktionali-
siert.

Abb. 5.14: Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen von DNA-Plasmiden mit Nanopar-
tikeln auf Silizium, in Lösung (A) und auf dem Substrat (B) funktionali-
siert.
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5 Darstellung und Diskussion der Ergebnisse

Gründen zur Bindung an die Magnesiumionen beitragen. Diese sollen hier als zugängliche
Phosphatgruppen bezeichnet werden (Abbildung 5.15).

Abb. 5.15: (A) Schema zur Bindung von DNA an ein negativ geladenes Substrat über
Phosphatgruppen (hier sind nur die negativen Ladungen eingezeichnet)
im Rückgrat mittels Magnesiumionen. (B) Immobilisierung von DNA mit
Nanopartikeln auf einem Substrat. Ein Teil der DNA kann durch Defor-
mation bzw. Abschirmung durch die Partikel keine Bindung zum Substrat
ausbilden.

Hätte die Zugabe der Partikel zur Lösung nahezu vollständig dekorierte DNA-Stränge er-
zeugt, hätten somit weniger zugängliche Phosphatgruppen für die Bindung an das Substrat
zur Verfügung gestanden (Abbildung 5.15, B). Der Strang wäre durch die Partikel abge-
schirmt worden, und diese Aggregate hätten nicht mehr an das Substrat binden können.
Diese Annahme wird durch den experimentellen Befund unterstützt. Nicht zu immobili-
sierende, nahezu vollständig dekorierte Stränge konnten durch Transmissionselektronenmi-
kroskopie abgebildet werden, indem durch Eintrocknen der Lösung auf TEM-Netzen alle
Aggregate unspezi�sch auf dem Substrat verblieben (siehe Kapitel 5.2.2). Demnach wei-
sen o�enbar nur unvollständig dekorierte Stränge genügend zugängliche Phosphatgruppen
auf, die eine stabile Bindung zur Ober�äche erlauben. Da die Partikel entlang der DNA in
gröÿeren Abständen gebunden waren, konnte in diesem Fall auch teilweise die DNA selbst
abgebildet werden (Abbildung 5.13 und 5.14, eingezeichnete Pfeile).
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Ein Nachteil der in-situ- gegenüber der ex-situ-Präparation lag in der Bildung von Partikel-
aggregaten durch überschüssiges cis-Pt (siehe Kapitel 5.3). Die Aggregate konnten dabei
sowohl durch Vernetzung von Partikeln untereinander, als auch durch Anlagerung an bereits
gebildete DNA/cis-Pt/Partikel-Addukte gebildet werden, die dann im Vergleich zu einzel-
nen Partikeln als gröÿere Aggregate auf den Substraten zu beobachten waren. Ausschlieÿlich
aus Partikeln bestehende Aggregate wurden aber aufgrund fehlender Bindung zum Substrat
im Waschschritt weitestgehend entfernt, während durch weitere Anlagerungen an DNA/cis-
Pt/Partikel-Addukte gebildete Aggregate mitunter auf dem Substrat verbleiben konnten.
Eine der Zugabe der Nanopartikellösung vorausgehende Maskierung oder Fällung des über-
schüssigen cis-Pt erwies sich als schwierig, da auch das an den DNA-Strang gebundene
cis-Pt gefällt bzw. maskiert worden wäre.

Ist hingegen in der ex-situ-Präparation die DNA erst an das Substrat gebunden worden
und erfolgte die Zugabe der Partikel danach, zeigen die AFM-Abbildungen eine Vielzahl
nahezu vollständig dekorierter Stränge. Die in Abbildung 5.13 erkennbare, teilweise erfolgte
Aggregatbildung (sekundäre Anlagerung von Partikeln) konnte aber auch hier nicht immer
vermieden werden. Analog zur vorangegangenen Diskussion über die Zugänglichkeit der
Phosphatgruppen bei der Immobilisierung, kann auch hier angenommen werden, dass bei
der in-situ-Präparation weniger Pt-Komplexe für die Anbindung der Cluster zur Verfügung
standen (Abbildung 5.15). Dieser Annahme zufolge wäre ein groÿer Teil der Pt-Zentren
durch die Bindung an das Substrat abgeschirmt und für die Immobilisierung nicht zugäng-
lich gewesen. Nur der übrige Teil käme demnach für die Bindung der Partikel in Betracht.

Auf Silizium gebundene DNA/cis-Pt/Partikel-Addukte zeigen im Topographiebild keine we-
sentlichen Höhenunterschiede (siehe Abbildung 5.16 B). Im Phasenbild A bzw. C hingegen
lassen sich die Partikel deutlich von den Plasmiden, die in verdrillter Form vorliegen, un-
terscheiden. Die zirkulare Struktur kann hier nicht beobachtet werden. Im Vergleich des
Topographie- und Phasenbildes zeigt sich der Vorteil der Phaseninformation. Trotz eines
ohnehin geringen Höhenkontrastes, der möglicherweise durch einen Wasser�lm noch weiter
abgeschwächt wird, kann durch die Informationen aus den Messungen der DNA-Stränge
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bzw. Nanopartikel die DNA/cis-Pt/Partikel-Addukte identi�ziert werden. Die DNA zeigt
(Abbildung 5.8) mit 2 - 10° eine wesentlich geringere Phasenverschiebung als Nanopartikel
mit 22 - 45°. Dieses wurde in Abbildung 5.16 A bzw. C durch die grüne (DNA) bzw. gelbe
(Nanopartikel) Färbung verdeutlicht.

Abb. 5.16: (A) Rasterkraftmikroskopische Aufnahme (Phasenbild) von DNA/cis-
Pt/Partikel-Addukten. (B) Zeigt die Phasen- und Höhen-Pro�llinie ent-
lang der in A umrandeten Struktur. Die farbig markierten Bereiche ent-
sprechen den aus Abbildung 5.8 ermittelten Phasenverschiebungen (2 - 10°)
für DNA bzw. aus Abbildung 5.10 ermittelten Phasenverschiebungen (22 -
45°) für Nanopartikel.

Die Strukturen in Abbildung 5.16 zeigen eine Aneinanderreihung von Partikeln an den
Plasmiden. Einzelne Partikel lassen sich bedingt durch die Au�ösung der Messspitze nicht
erkennen. Daher erscheinen mehrere Partikel innerhalb eines Maximums in der Pro�llinie.
Die Länge der hier vorliegenden Struktur entspricht mit etwa 750 nm, der Hälfte des ver-
wendeten Plasmids in der zirkularen Form (1.5µm). Daher liegt es vermutlich verdrillt vor.
Das Höhenpro�l in Abbildung 5.16 B ist hier nicht aussagekräftig, da die auf die Probe
ausgeübte Kraft nicht hoch genug gewesen ist, um einen Wasser�lm zu durchdringen∗. Da-
mit wurden die ermittelten Höhen nur relativ zum Film und nicht zur Substratober�äche
gemessen.

∗Die Messparameter wurden gegenüber den Messungen zur Kalibrierung auf DNA und Nanopartikel
nicht verändert.
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Die in Abbildung 5.16 und in Abbildung 5.8 A auftretende fadenförmige Anordnung und
Orientierung der Stränge in eine Richtung konnte durch gerichtetes Abspülen der Substrate
im Waschschritt erzeugt werden. Es wurde stets in eine Richtung über das Substrat gespült
und getrocknet, was zur Orientierung der DNA längs dieser Richtung führte. Diese Orien-
tierung von DNA-Strängen wurde auch beim langsamen Verdampfen eines Wassertropfens
beobachtet [173]. Die Bewegung der Phasengrenze am Tropfen und die Bindung der DNA
über zweiwertige Ionen an das Substrat führte o�ensichtlich zur Ausrichtung der Stränge.

Die ex-situ-Präparation eignet sich o�enbar besser, um DNA/Partikel-Addukte auf Ober-
�ächen zu binden, z. B. für die Untersuchung mittels abbildender Methoden wie AFM oder
REM. Hingegen liefert die in-situ-Methode DNA/Partikel-Addukte (näheres siehe Kapitel
5.2.2), bei denen an alle vorhandenen Pt-Zentren Partikel gebunden werden konnten. Diese
Strukturen konnten o�enbar nicht auf den für AFM-Untersuchung geeigneten Substraten
abgeschieden werden.

5.2.2 TEM

Analog zur Präparation für die rasterkraftmikroskopischen Untersuchungen wurden Proben
für die Transmissionselektronenmikroskopie hergestellt. Die Funktionalisierung der DNA-
Stränge mit cis-Pt und Nanopartikeln erfolgte dabei ausschlieÿlich in Lösung. Das Träger-
substrat (mit Kohlensto� beschichtetes Kupfernetz) wurde durch Eintauchen in die Lösung
mit Partikeln bzw. DNA/Partikel-Aggregaten bedeckt (siehe Abbildung 5.17).
Die TEM-Aufnahmen zeigen überwiegend Partikel in perlenschnurförmigen Aggregaten.
Einzelpartikel werden nur vereinzelt gefunden (siehe auch Abbildung 5.17, A). Bezugneh-
mend auf die AFM-Daten könnte es sich ebenfalls um teilweise funktionalisierte Plasmide
handeln, von denen nur die Partikel zu sehen sind. DNA konnte mittels TEM nicht nachge-
wiesen werden. Eine reine Aggregation der Partikel durch cis-Pt ist aufgrund eines Vergleichs
mit Bildern in Kapitel 5.3 (Abbildung 5.27, Seite 91) unwahrscheinlich. Zudem erlauben die
Ergebnisse der AFM-Untersuchungen die Annahme, dass die Bildung der perlenschnurar-
tigen Aggregate auf Strukturbildung durch DNA basieren. Neben diesen teilweise funktio-
nalisierten DNA-Strängen, wie sie nach der ex-situ-Präparation beobachtet worden waren,
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Abb. 5.17: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von DNA-Plasmiden
mit Nanopartikeln. Die Breite der fadenartigen Strukturen beträgt etwa
6 - 7 nm, der Durchmesser der einzelnen Partikel etwa 3 - 4 nm. Schema-
tische Beschreibung der mit (I) und (II) markierten Strukturen in (C):
(I) Unvollständig funktionalisierter DNA-Strang mit Partikeln. Die Parti-
kel erscheinen mit dem Durchmesser für einzelne Partikel. (II) Vollständig
funktionalisierter DNA-Strang, bei dem die Partikel teilweise überlappen.
Die Breite entspricht etwa dem doppelten Durchmesser der Partikel. Die
DNA ist im TEM nicht sichtbar.

sind fadenförmige Strukturen zu sehen, die vollständig aus Partikeln zu bestehen scheinen
(siehe Abbildung 5.17, II). Bei der Präparation der Proben für das TEM wurde auf den
Waschschritt verzichtet, da dieser zur Entfernung von Partikelaggregaten vom Glimmer-
und Siliziumsubstrat diente. Bei der Aggregatbildung in Lösung konnte, wie bereits im vor-
angegangenen Kapitel diskutiert, die Dekoration der DNA aus allen Raumrichtungen und
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somit entlang der helikalen Struktur erfolgen. Daher könnten einzelne Partikel in der Auf-
sicht im TEM übereinander liegen und wären nicht mehr voneinander zu unterscheiden (siehe
Abbildung 5.17, II). Auÿerdem hätten durch den Energieeintrag des Elektronenstrahls die
Partikel verschmolzen werden können [23].

5.2.3 REM

Zusätzlich zu AFM und TEM wurden die Substrate im Rasterelektronenmikroskop unter-
sucht. Die Präparation erfolgte dabei, um eine sonst notwendige Beschichtung der Probe
mit Kohlensto� oder Platin zu vermeiden, aufgrund der besseren Leitfähigkeit überwiegend
auf Silizium im Variable Pressure Mode. Dieser erlaubte die Erhöhung des Kammerdrucks
auf mehrere Pascal (genaue Werte wurden in den Bildern vermerkt), um Au�adungse�ekte
zu vermeiden und um die Probe einem schonenderem Vakuum auszusetzen.
DNA ändert je nach Umgebungsbedingungen ihre Konformation von der in polaren Me-
dien wie Wasser stabileren B-Form in die in unpolaren Medien stabilere A-Form. Durch
den Verlust des stabilisierenden Wassers kollabiert die B-Struktur und die Positionen und
Abstände der Basen verändern sich. Das hat zur Folge, dass Interkalatoren und Anlage-
rungsverbindungen, wie cis-Pt, ihre Bindungen im bzw. am Basenstapel verlieren können.
Daher sollten die Proben möglichst einen Restanteil Wasser enthalten und nicht zu hohem
Vakuum ausgesetzt werden. Zusätzlich wurden die Proben, um Restwasser zu �xieren und
eine Erwärmung durch den Elektronenstrahl zu vermindern, auf - 30� gekühlt.

Um sicherzustellen, dass das cis-Pt keine Bindung mit der Ober�äche einging, wurde ein
Substrat wie in Kapitel 5.2.1 unter den gleichen Bedingungen der Synthese und Immobili-
sierung behandelt. Die Mengen an DNA und Partikeln wurden durch Pu�erlösung ersetzt.
cis-Pt, bzw. Pt konnte mittels EDX nicht nachgewiesen werden (siehe Abbildung 5.18).
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Abb. 5.18: REM-Aufnahme und EDX einer Si-Ober�äche nach Behandlung mit cis-
Pt. Das EDX zeigt nur die Elemente des Substrats (Si, O), Pt konnte nicht
nachgewiesen werden.

Abb. 5.19: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen (Sekundärelektronendetek-
tor) von DNA auf Si. (A) Plasmide mit cis-Pt bei - 30� und 49Pa im
Variable Pressure Mode. (Rechts unten) DNA-Struktur aus dem weiÿ um-
randeten Bereich nachgezeichnet. Deutlich zu sehen ist die Aufsplittung in
der Mitte der Struktur. Die Breite dort beträgt etwa die Hälfte der restli-
chen Struktur. (B) Im Schattenverfahren mit Pt beschichtetes Plasmid im
Hochvakuum bei - 90�.
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Abbildung 5.19 A bzw. B zeigt Sekundärelektronenbilder von Plasmiden. Die DNA liegt in
A überwiegend verdrillt vor und bildet verzweigte Strukturen, die in ähnlicher Weise in den
AFM-Untersuchungen zu sehen waren (siehe Abbildung 5.11, Seite 73). Die in A nachge-
zeichnete Struktur zeigt einen Bereich, in dem aus einem dickeren, verdrillten Abschnitt zwei
dünnere Stränge gebildet wurden. Die Breiten der kleinsten sichtbaren Strukturen entspre-
chen mit mindestens 6 - 8 nm dem 3 - 4-fachen eines DNA-Doppelstranges. Die Breite von
3 nm und Länge von 1.5µm der Struktur in B deutet auf ein einzelnes Plasmid in o�ener
Form hin.

Eine Probe, bei der Nanopartikel an DNA angelagert sind, ist in Abbildung 5.20 dargestellt.

Abb. 5.20: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme (Rückstreudetektor) bei 14Pa
im Variable Pressure Mode von mit cis-Pt behandelten DNA-Plasmiden
mit Nanopartikeln (helle Punkte) auf Silizium. Für (A) und (B) sind rechts
zwei mögliche schematische Strukturen aus DNA und Partikeln abgebildet.

Im Bild der rückgestreuten Elektronen sind Partikel als helle Punkte zu sehen. Schwere Ele-
mente wie Gold streuen im Gegensatz zu den leichten Elementen der DNA, des Liganden
und des Substrats die Primärelektronen des Elektronenstrahls und erscheinen daher hell. Zu-
dem ist die Au�ösung des Rückstreudetektors etwas geringer, so dass hier nur gröÿere bzw.
mehrere zusammenliegende Partikel zu beobachten sind. Folglich konnte die DNA selbst
in dieser Messung nicht abgebildet werden. Die Anordnung der Partikel auf dem Substrat
legt unter Berücksichtigung der bis hier gezeigten Ergebnisse nahe, dass auch hier DNA als
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Templat fungiert (siehe 5.20 A bzw. B). Vergleichbare Anordnungen konnten auch in den
TEM- und AFM-Untersuchungen (Kapitel 5.2.2 und 5.2.1) beobachtet werden.

Das Rasterelektronenmikroskop erlaubte auch eine Untersuchung in Transmission. Dazu
wurden die Proben wie für die TEM-Untersuchungen in Lösung präpariert und auf ein
Kupfernetz transferiert. Diese Methode hatte den Vorteil, dass Strukuren wie im Rasterbe-
trieb bei moderaten Bedingungen untersucht werden konnten.
In Abbildung 5.21 sind entsprechende Transmissionsbilder dargestellt. Im Dunkelfeldbild
(A) sind die an den Strukturen bzw. Kanten der Strukturen -hier Partikel- gestreuten Elek-
tronen, im Hellfeld transmittierte Elektronen zu sehen.

Abb. 5.21: Transmissionsbilder im Rasterelektronenmikroskop mehrerer DNA-
Plasmide mit Nanopartikeln im Variable Pressure Mode. (A) Abbil-
dung bei 34Pa im Hellfeld; die dunklen Bereiche sind auf fortschreitende
Ober�ächen-Kontamination im Laufe der Messung zurückzuführen. (B)
Abbildung bei 24Pa im Dunkelfeld. Die nachgezeichnete Struktur ent-
spricht mit einer Länge von 1.5 µm der eines Plasmids. (C) Abbildung im
Hochvakuum im Hellfeld.

Die Aufnahmen zeigen wie in den Untersuchungen im TEM ebenfalls perlenschnurartige
Strukturen. Der Umfang des ringförmigen Aggregates in Abbildung 5.21 B entspricht mit
etwa 1.5µm dem eines Plasmids. Damit könnte hier ein einzelnes, vollständig beladenes
Plasmid in der o�enen Form abgebildet worden sein. Die Breite der Strukturen beträgt
etwa 6 - 8 nm, einzelne Partikel waren mittels des Detektors im Variable Pressure Mode nicht
zu erkennen. Die Breite der Strukturen korreliert aber mit denen in den TEM-Messungen.
In der unter Hochvakuumbedingungen aufgenommenen Struktur in Abbildung 5.21 C sind
einzelne Partikel mit einem Durchmesser von 4 nm zu erkennen.
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5.2.4 Weitere Charakterisierung

Die perlenschnurartigen Aggregate sollten auch UV/Vis-spektroskopisch charakterisiert wer-
den. Für diese Messungen konnten die bisher verwendeten Substrate Glimmer und Silizium
aufgrund der Eigenabsorption, die in dem für die Untersuchungen relevanten Wellenlängen-
bereich liegt, nicht eingesetzt werden. Daher wurde die Präparation und Immobilisierung
auf Glassubstrate übertragen. Diese wiederum eignete sich nicht für eine gleichzeitige Un-
tersuchung im AFM, da die Strukturen von der Ober�ächenrauigkeit (≈ 20 − 40nm) nicht
zu unterscheiden waren. Die Charakterisierung sollte in Transmission mit und ohne pola-
risiertem Licht erfolgen, um mögliche Kopplungse�ekte der Partikel in eindimensionalen
Aggregaten zu erkennen (siehe Kapitel 2.1.4) [29,30,31]. Für eine Polarisation parallel zur
Partikelkette wäre eine Rotverschiebung der Extinktion zu erwarten gewesen. Die orthogo-
nale Polarisation hätte zu einem Extinktionsspektrum ähnlich demjenigen einzelner Partikel
führen sollen [29,54].
Die Untersuchungen der Glasträger zeigten aber unabhängig von der Polarisationsrichtung
keine Extinktion, was auf eine zu geringe Menge an Partikeln bzw. Aggregaten zurückzu-
führen ist.

5.2.4.1 195Pt-NMR, Infrarot- und Raman-Messungen

Die abbildenden Methoden konnten bisher keine Auskunft darüber geben, wie die Anbin-
dung der Partikel an die DNA erfolgt. Für den Ligandenaustausch wurde angenommen, dass
die Ammoniak-Liganden durch die Amino-Funktionen des Cysteamins ersetzt worden sind.
Möglich wäre aber auch die Bindung über ein freies Elektronenpaar an der Thiolfunktion.
Es konnte gezeigt werden, dass Gold-Nanopartikel auch durch Aminoalkane stabilisiert wer-
den [174,175]. Ebenso ist die Bindung einer Thiolfunktion zum Gold bekannt [176,177]
und wurde bei einer Vielzahl von Ligandenaustauschreaktionen mit Thioalkanen sowie
Thiolalkanen mit einer zweiten funktionellen Gruppe (z. B. R-N+H(CH3)2Cl−, R-SO−

3 Na+,
R-COOH) ausgenutzt [178,179,180,181,182,183,184,185,186,174]. Die von Krüger et al.
durchgeführten Rechnungen zeigen zudem, dass die Schwefel/Gold-Bindung so stark ist,
dass an Schwefel gebundenes Gold aus einer Ober�äche entfernt werden kann [177].
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Die Goldpartikel wurden hier während der Synthese mit Cysteamin versetzt, welches beide
funktionellen Gruppen trägt, so dass hier die Bindung entweder zur Amino- oder zur Thiol-
funktion ausgebildet werden konnte.

Um mehr Informationen über die Bindungsverhältnisse und -stellen des Platinkomplexes
zu erhalten, sollten 195Pt-NMR-Untersuchungen [187,93,188,189], für Schwefel- und Stick-
sto� im Liganden infrarotspektroskopische und Raman-Messungen durchgeführt werden
[190,191].
Für die 195Pt-NMR-Messungen (195Pt 107.405MHz, 1H-entkoppelt 499.635MHz) bei Raum-
temperatur wurde als Standard zunächst Na2PtCl6 (0.16M) in D2O (extern) gemessen.
Neben der für die in- und ex-situ-Experimente verwendeten gesättigten Lösung von cis-Pt
(siehe Kapitel 4.6.1, Seite 56) wurde eine Mischung aus 700 µL Cysteamin-funktionalisierten
Gold-Nanopartikeln mit 5µL cis-Pt vermessen. Die zu erwartenden Signale liegen bei δ ≈

1620, 1700, 3100 und 3370 ppm [187] relativ zum Signal von Na2PtCl6 bei δ=0. Insbesonde-
re der Bereich δ=3350-3390 ppm ist besonders interessant, da hier Sticksto� und Schwefel
in der Umgebung des Pt-Zentrums nachgewiesen werden können [100].
Die Konzentrationen (analog zu den in den Experimenten verwendeten) dieser Lösungen soll-
ten zeigen, ob sie ausreichend für eine Untersuchung von DNA/cis-Pt- bzw. DNA/Partikel-
Addukten waren. Der Gehalt an detektierbarem 195Pt war allerdings zu niedrig, um ein
auswertbares Signal zu erhalten. Eine Erhöhung der Konzentrationen bis zur Detektions-
grenze war nicht möglich, da damit der Anteil an Gold-Nanopartikeln in den DNA/Partikel-
Addukten die Löslichkeit überschreitet.

Für die IR- und Raman-Messungen wurden zunächst die reinen Cysteamin-funktionalisierten
Gold-Nanopartikel in der für die Präparationen verwendeten Konzentration sowie eine zwei-
te Lösung mit 1.5 µL cis-Pt-Lösung (auf 1mL Partikel-Lösung) gemessen. Die Messungen
wurden mit Wasser verglichen, da es in allen verwendeten Lösungen das entsprechende Lö-
sungsmittel war. Auf DNA wurde hier zunächst verzichtet, um mit höheren Konzentrationen
arbeiten zu können. Die Anlagerung des Pt-Komplexes sollte eine Veränderung der charak-
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teristischen Schwingungen der Amino- bzw. Thiolfunktion im Cysteamin verursachen und
in den Spektren nach Zugabe von cis-Pt zu beobachten sein.

Abb. 5.22: Ergebnisse der IR- (A) und Ramanspektroskopie (B).

Die relevanten Schwingungen des Cysteamins liegen mit ν =3280, 3210, 1300 - 1500 cm−1

[192] im Bereich der starken Absorption des Wassers. IR-Messungen geben daher keinen
weiteren Aufschluss (siehe Abbildung 5.22 A).
Die Untersuchungen im Raman-Spektrometer liefern ähnliche Ergebnisse. Auch hier lie-
gen die Schwingungen des Wassers mit 1100 und 3300 cm−1 [190,191] im Bereich der NH2-
Gruppen bzw. von NH3. Im Vergleich zur vorhandenen Wassermenge in den Proben sind
die Absorptionsbanden zu gering. Die Zugabe von cis-Pt verursachte lediglich einen Anstieg
der Streuung im mittleren Wellenzahlbereich, welcher durch Bildung von Aggregaten, die
während der Messung aus�elen, erklärbar ist.
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5.3 3D-Systeme

Da im vorangegangenen Kapitel die Bindungsverhältnisse zwischen Pt-Komplex und Cyste-

amin-funktionalisierten Partikeln nicht ausreichend aufgeklärt werden konnten, soll in die-

sem Kapitel das Reaktionsverhalten anhand der Vernetzung von Nanopartikeln mit cis-Pt

untersucht werden.

5.3.1 Optische Untersuchungen

In der Konzentrationsreihe zeigten die Partikellösungen mit zunehmendem cis-Pt-Anteil eine
zunächst violette Färbung, die bei höheren Konzentrationen in blau-schwarz bis schwarz
überging. Danach bildete sich ein schwarzer Niederschlag (siehe Abbildung 5.23). Dieses
wurde analog bei der Vernetzung von Gold-Nanopartikeln mittels DNA beobachtet [58,156].

Abb. 5.23: Foto der konzentrationsabhängigen Vernetzung von Gold-Nanopartikeln
mit cis-Pt (von links nach rechts: Vcis−Pt = 0, 0.5, 1.25, 2.0 µL).

Die Farbveränderung und Präzipitation lässt sich anhand der in Abbildung 5.24 gezeigten
UV/Vis-Spektren verfolgen. Die reine Partikel-Lösung wies eine Extinktion bei 510 nm auf,
die sich mit steigendem cis-Pt-Anteil zum längerwelligen Bereich verschob. Die Extinktion
nahm dabei ab, da sich bei höheren cis-Pt-Konzentrationen ein Niederschlag bildete. Der
Niederschlag bzw. die entstehende dunkle Lösung wurden zudem transmissionselektronen-
mikroskopisch untersucht (siehe Kapitel 5.3.2).
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Abb. 5.24: UV/Vis-Spektren der konzentrationsabhängigen Vernetzung von Gold-
Nanopartikeln mit cis-Pt.

Abb. 5.25: UV/Vis-Spektren der zeitabhängigen Vernetzung von Gold-Nanopartikeln
mit cis-Pt (t=0 entspricht der reinen Partikel-Lösung).

Eine analoge Farbveränderung und Verschiebung der Extinktionsbande ins Langwellige lieÿ
sich auch im zeitlichen Verlauf der Vernetzung beobachten (siehe Abbildung 5.25). Die
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zeitliche Veränderung der Extinktionshöhe und Lage der Extinktionsbande ist in Abbildung
5.26 dargestellt.

Abb. 5.26: Zeitlicher Verlauf der Extinktionen bei der zeitabhängigen Vernetzung von
Gold-Nanopartikeln mit cis-Pt. Gegen die Zeit sind der Verlauf der Ex-
tinktionsintensität bei der jeweiligen Extinktionswellenlänge λmax (rote
Quadrate), sowie die Extinktionswellenlänge (λmax) (grüne Dreiecke) auf-
getragen.

Mit Beginn der Messung durch Zugabe der cis-Pt-Lösung (t=0) verschob sich die Extink-
tionsbande innerhalb von 25 s von anfänglich 509 nm zu 546 nm. Mit der Verschiebung ging
eine Verbreiterung der Extinktionsbande einher. Bis zum Ende der Messung war hier kein
ausgeprägtes Maximum mehr erkennbar.

Die Extinktionshöhe der Bande nahm zudem in diesen ersten 25 s um etwa 6% (von 0.635
auf 0.595), in den folgenden 175 s um weitere 4% (von 0.595 auf 0.570) ab. Die schnelle
Abnahme zu Beginn (1.6 ·10−3 s−1) erfolgte parallel zur Verschiebung der Extinktionsbande.
Während in der restlichen Zeit eine weitere Verschiebung dieser Bande nicht zu beobachten
war, sank die Extinktion langsam weiter (1.4 ·10−4 s−1).
Die Verschiebung und Abnahme der Extinktionsbande wird auf die Entstehung dreidimen-
sionaler Aggregate aus cis-Pt-vernetzen Partikeln zurückgeführt. Die unterschiedlichen Ab-
nahmeraten lassen die Vermutung zu, dass in den ersten 25 s die Reaktion durch die hohen
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Konzentrationen von cis-Pt und Partikeln sowie durch Bewegung der Lösung (in Folge der
Zugabe der Lösung in die Küvette) nahezu di�usionsunabhängig ist. Weil die Konzentra-
tionen sinken und damit die mittlere freie Weglänge der Reaktionspartner steigt, ist die
Reaktion im weiteren Verlauf überwiegend di�usionskontrolliert.
Die gesamte Reaktion kann somit in drei Zeitabschnitte eingeteilt werden. In der ersten
Phase bis 25 s kommt es zur schnellen Aggregation der Partikel. Hier ist die Konzentration
an cis-Pt noch hoch. Danach wachsen die Aggregate bzw. lagern sich zu gröÿeren zusam-
men. Ab etwa 150 s sind die entstandenen Aggregate zu groÿ, um in Lösung zu bleiben und
fallen mit der Zeit aus. Damit verringert sich die Konzentration der Lösung und die gesam-
te Extinktion sinkt. Aus der breitbandigen Extinktion in der zweiten Phase kann man auf
Aggregate verschiedener Gröÿen schlieÿen [32].

5.3.2 TEM

Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen der aus den Vernetzungsexperimen-
ten erhaltenen dunkelblauen bzw. schwarzen Lösungen zeigten ausschlieÿlich Partikel in
Aggregaten (siehe Abbildung 5.27).

Abb. 5.27: TEM Aufnahmen einer Nanopartikel-Lösung nach cis-Pt-Zugabe.

Die Partikel in den Randbereichen zeigen keine Koaleszenz, d. h. die Partikel berühren sich
nicht. Bei überlappenden Partikeln kann nicht zweifelsfrei unterschieden werden, ob durch
die zweidimensionale Projektion Partikel, die aus verschiedenen Ebenen stammen, als ver-
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schmolzen erscheinen oder wie bereits im vorangegangenen Kapitel beschrieben, durch den
Elektronenstrahl zu groÿen Partikeln koalesziert sind [172].

Abb. 5.28: Histogramm der Cysteamin-funktionalisierten Partikel vor und nach der
Aggregation mit cis-Pt.

Die Partikeldurchmesser (siehe Histogramm in Abbildung 5.28) entsprechen, soweit im Rah-
men der Messgenauigkeit möglich, denen der einzelnen Partikel vor der Vernetzung. Dieses
bestätigt die in der Konzeption (Kapitel 3.2, Seite 45) beschriebene Hypothese, dass es
sich um einen Ligandenaustausch am cis-Pt handelt. Der Platinkomplex verursacht kein
sichtbares Partikelwachstum durch Bildung einer Platinschicht oder Au�ösen der Nano-
partikel. Demzufolge sollte cis-Pt zur Vernetzung von Cysteamin-funktionalisierten Gold-
Nanopartikeln durch Koordination der vier Pt-Ligandpositionen mit den Partikel-Liganden
geführt haben. Analog gilt das Gleiche für die im vorangegangen Kapitel 5.2 (1D-Systeme)
vorgestellten DNA/Partikel-Addukte. Hier kommt es aber nicht zu einer Vernetzung, son-
dern nur zur Anlagerung der Partikel an die DNA, da bereits zwei Ligandpositionen am
Pt-Zentrum von den Nukleobasen besetzt sind.
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5.4 2D-Systeme

In diesem Kapitel werden die Untersuchungen an mittels DNA-immobilisierten bzw. -ver-

netzten zweidimensionalen Partikelaggregaten vorgestellt und diskutiert. Die Synthese dieser

Strukturen erfolgte durch gleichzeitige Zugabe eines Immobilisierungs- und Querlinkers, die

zur Hybridisierung der jeweils komplementären Sequenzen an den Partikeln führten. Die

Aggregate wurden hinsichtlich der Konzentrationsverhältnisse von Immobilisierungs- zum

Querlinker sowie auf Gröÿe und Struktur untersucht.

5.4.1 Rasterkraftmikroskopie

Die Proben wurden zur Kontrolle der Immobilisierung und Vernetzung rasterkraftmikrosko-
pisch untersucht (siehe Abbildung 5.29).
Die Bilder zeigen unterschiedlich stark belegte Gold-Ober�ächen. Während auf der Probe
ohne quervernetzten DNA-Strang nur einzelne Partikel zu sehen sind, erscheinen auf den
Proben mit Querlinker unterschiedlich groÿe Aggregate aus zusammenliegenden Partikeln.
Die Höhe der Assemblate entspricht dabei einer Partikelmonolage. Die Gröÿe der Aggregate
scheint dabei im Zusammenhang mit dem Querlinkeranteil zu stehen. Dieser zunächst nur
qualitative, optische Eindruck sollte durch eine statistische Auswertung näher untersucht
werden.

5.4.1.1 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte unter zwei Gesichtspunkten: Zum einen sollte geprüft
werden, ob eine Korrelation zwischen dem Querlinkeranteil in der Lösung und der Partikelan-
zahl in den Aggregaten hergestellt werden kann. Zum anderen wurden die Partikelabstände
in den Aggregaten ausgewertet, um zu klären, ob sich die Partikel in einem Abstand zuein-
ander be�nden, der annähernd der Länge des Querlinkers entspricht.
In Tabelle 5.1 sind die summierten Flächen aller ausgewerteten Bilder des jeweiligen Sub-
strats bzw. Querlinkeranteils aufgeführt. Aus dieser Gesamt�äche und der ermittelten Sum-
me an Partikeln wurden die auf einen Quadratmikrometer normierten Partikeldichten be-
rechnet. Die maximalen Aggregatgröÿen, d. h. die maximale Anzahl an Partikeln, die in
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5 Darstellung und Diskussion der Ergebnisse

Abb. 5.29: Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen von mittels DNA immobilisierten
und vernetzten Nanopartikeln auf Gold. (A) leeres Goldsubstrat. (B) Nur
über den Immobilisierungslinker (16 eq IL, eq gibt die Anzahl der Molä-
quivalente bezogen auf die Partikel an.) immobilisierte Gold-Nanopartikel.
(C) Partikel mit 8 eq Querlinker (bei 16 eq IL) (rechts: vergröÿerte Ab-
bildung). (D) Partikel mit äquimolarem Anteil an IL und QL (je 16 eq)
(rechts: vergröÿertes Aggregat).

einem gewissen Abstand zusammenliegen, sind ebenfalls verzeichnet. Die gra�sche Darstel-
lung �ndet sich in Abbildung 5.30.

Die Daten zeigen unterschiedliches Verhalten in Bezug auf den steigenden Querlinkeran-
teil. Die ursprüngliche Korrelation zwischen der in der Synthese eingesetzten Linkermenge
(Summe aus Quer- und Immobilisierungslinker) und Partikeldichte scheint somit nicht ge-
geben. Während die maximale Aggregatgröÿe mit erhöhtem Querlinkeranteil stetig steigt,
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Tab. 5.1: Partikeldichte und maximale Aggregatgröÿe von vernetzten und unvernetz-
ten Partikelaggregaten auf Gold-Ober�ächen. Mit QL sind die Konzentratio-
nen des Querlinkers angegeben (bei jeweils 16 eq IL). Die Spalten 'Partikel'
und 'Fläche' geben die Werte der Auszählung aus insgesamt 70 Bildern an,
aus denen die Partikeldichte berechnet wurde.

QL Partikel Fläche Partikeldichte maximale
gesamt gesamt /µm2 /Partikel pro µm2 Aggregatgröÿe

0 eq 5366 300 17.89 10
8 eq 14113 54.29 259.96 41
16 eq 27317 178.75 152.82 320

Abb. 5.30: Gra�sche Darstellung der Partikeldichten und maximalen Aggregatgröÿen.

zeigt die Partikeldichte ein Maximum bei 8 eq QL. Der Prozess der Aggregatbildung bzw.
des Wachstums geht somit scheinbar zu Lasten der Partikeldichte.
Möglicherweise kommt es bei höheren Konzentrationen der Linker zur Konkurrenzreaktion
(Blockierung) (siehe Abbildung 5.31), was aber auf der Basis der vorliegenden Ergebnisse
nicht eindeutig veri�ziert werden kann. Aufschluss könnte der Austausch von QL durch eine
Sequenz, die zu keiner der vorhandenen Sequenzen komplementär ist, geben.

Das Wachstum der Aggregatgröÿen scheint unabhängig vom IL-Anteil zu sein. Einerseits
wäre ein Wachstum durch sukzessive Anlagerung weiterer Partikel an ein bestehendes Ag-
gregat möglich. Andererseits könnten aber auch ab einer gewissen Aggregatdichte und -gröÿe
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5 Darstellung und Diskussion der Ergebnisse

Abb. 5.31: Schematische Bildung von Aggregaten bei verschiedenen Querlinkerantei-
len. (A) Immobilisierung eines Partikels über den IL. (B) Gegenseitige
Blockierung von IL und QL an den komplementären Sequenzen.

benachbarte Aggregate zusammenwachsen (Abbildung 5.32) und so den Anstieg der maxi-
malen Aggregatgröÿe von 41 auf 320 erklären.

Abb. 5.32: Zusammenwachsen zweier Aggregate (grau unterlegt). Durch Anlagerung
eines weiteren Partikels (rot, gestrichelt) zwischen diesen entsteht ein grö-
ÿeres Aggregat.

Zusätzlich wird diese Hypothese durch Analyse der Aggregatgröÿen und ihrer prozentua-
len Anteile in Tabelle 5.2 bzw. Abbildung 5.33 gestützt. Sie zeigen ebenfalls eine deutliche
Verschiebung der Verteilung zu gröÿeren Aggregaten, wenn der Querlinker in höherer Kon-
zentrationen eingesetzt wurde.
Die Aggregate in der Probe ohne Querlinker sind als zufällig -aufgrund der Partikeldichte-
zusammenliegende Partikel zu deuten. In früheren Arbeiten [152,193] zur DNA-vermittelten
Immobilisierung von Gold-Nanopartikeln schienen diese durch die hohen Partikeldichten
auch ohne einen Querlinker in Form von Aggregaten vorzuliegen. Der Prozentsatz ist mit
14% gering im Vergleich zu den Proben mit Querlinker (60% bzw. 51%). Hier halbiert
sich der Anteil einzelner Partikel zu Gunsten gröÿerer Aggregate, die zunächst als vernetzt
angesehen werden sollten. Die Probe mit 16 eq Querlinker zeigt im Vergleich zur Probe mit
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Tab. 5.2: Au�istung der klassi�zierten, normierten und prozentualen Aggregatdichten.
Für die bessere Übersicht sind die Aggregatgröÿen von 11 bis 100, sowie 101
bis zum Maximum von 320 Partikeln pro Aggregat zusammengefasst.

Querlinker 6 0 eq 8 eq 16 eq
Aggregatgröÿe pro µm2 % pro µm2 % pro µm2 %

1 13.1 86.0 24.3 39.7 18.2 48.7
2 1.4 9.1 11.0 17.9 5.7 15.3
3 0.4 2.9 6.7 10.9 3.5 9.3
4 0.1 0.9 4.2 6.8 2.2 5.8
5 0.1 0.4 3.1 5.1 1.5 4.1
6 0.0 0.2 2.6 4.3 1.2 3.2
7 0.0 0.1 1.7 2.7 0.9 2.4
8 0.0 0.2 1.7 2.8 0.6 1.6
9 0.0 0.0 1.3 2.1 0.5 1.3
10 0.0 0.0 0.6 0.9 0.4 1.1

Σ(11-100) 0.0 0.0 4.1 6.6 2.7 7.2
Σ(101-320) 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1 0.2

Abb. 5.33: Prozentuale Verteilung der Aggregatgröÿen für verschiedene Querlinkeran-
teile.

8 eq bis Aggregatgröÿen von 10 vergleichbare prozentuale Anteile der Aggregatgröÿen. Dar-
über hinausgehende Aggregatgröÿen kommen zum einen häu�ger vor und bestehen darüber
hinausgehend aus mehr Partikeln, was die Annahme der Ausbildung gröÿerer Aggregate
unterstützt (Abbildung 5.32).
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5 Darstellung und Diskussion der Ergebnisse

Die Zugabe des Querlinkers hat somit direkten Ein�uss nicht nur auf die bereits disku-
tierte Partikeldichte und Aggregatgröÿe, sondern auch auf die Aggregatgröÿenverteilung.
Die parallel laufenden Immobilisierungen an Ober�äche und Aggregat führen im Vergleich
der Proben mit 8 eq und 16 eq Querlinker für letztere Probe insgesamt zu einer niedrigeren
Partikeldichte, aber zu deutlich gröÿeren Aggregaten. Für eine genaue, über dieses Modell
hinausgehende Beschreibung wäre eine Beobachtung in-situ erforderlich. Hiermit könnten
die Aggregate unter hydratisierten Bedingungen gemessen, sowie insbesondere der zeitliche
Verlauf der Immobilisierung und des Aggregatwachstums (Konkurrenzreaktion zwischen QL
und IL) besser verfolgt werden. In-situ-AFM Untersuchungen von DNA-vernetzten Gold-
Nanopartikeln auf Streptavidin-Monolayern auf Graphit (HOPG) als Substrat zeigten einen
sprunghaften Anstieg der Belegungsdichte im ersten Zeitabschnitt des Experiments [194].
Zunächst wurde die Immobilisierung einzelner Partikel beobachtet, die im weiteren Verlauf
durch Anlagerung weiterer Partikel zu Aggregaten wuchsen. Die AFM-Bilder in zeitlicher
Folge zeigen, dass ab einer gewissen Aggregatgröÿe aus mehreren kleineren Aggregaten grö-
ÿere Aggregate gebildet werden. Die oben getro�ene Vermutung, dass kleinere Aggregate
mit der Zeit zusammenwachsen (Abbildung 5.32) scheint somit zutre�end. Insbesondere ein
Vergleich der ersten Zeitabschnitte bei verschiedenen QL-Anteilen könnte bei hinreichender
zeitlicher Au�ösung detailliertere Informationen liefern, die zur Verfeinerung des hier auf-
gestellten Modells zur Wechselwirkung zwischen IL- und QL-Anteil dienen könnten.

Bisher wurde die Vernetzung der Partikel vorausgesetzt. Der direkte Beleg für die Vernetzung
ist mittels AFM jedoch nicht möglich. Eine Messung der Partikelabstände sollte Auskunft
darüber geben, ob diese im Längenbereich des Querlinkers liegen. Zu diesem Zweck wurde
eine Reihe von Höhenpro�len erstellt (siehe Abbildung 5.34).
Diese Pro�le liefern über die Maxima zum einen die Partikeldurchmesser δ und zum anderen
den Abstand ∆X zwischen zwei benachbarten Maxima. Aus den AFM-Aufnahmen kann der
Durchmesser aus der lateralen Dimension von Objekten aufgrund des Abbildungsfehlers,
wenn die exakte Spitzengeometrie unbekannt ist (siehe Kapitel 2.2.1.2, Seite 26), nicht direkt
bestimmt werden. Zudem kann die Messspitze die Zwischenräume in Partikelaggregaten nur
unzureichend abbilden (siehe Abbildung 2.16 C). Bei 2 - 5 nm Spitzenradius berühren die
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seitlichen Flanken der Messspitze die Partikel eher, als das Pro�l vollständig bis zum Linker
abgefahren werden kann. Daher wurde die Berechnung der e�ektiven Abstände deff zwischen
den Partikeln nach Gleichung 2.27 (siehe Seite 31) über die Di�erenz der Abstände zweier
Partikelmittelpunkte ∆X und -durchmesser δ1,2 durchgeführt.

Abb. 5.34: (A, C-E) Vergröÿerte Ausschnitte aus AFM Bildern. Entlang der einge-
zeichneten Pfade wurden Höhenlinien zur Auswertung der Abstände ex-
trahiert. (B) Im Inset unten links ist der Höhenverlauf entlang des Pfades
aus A dargestellt.

In einer Partikelprobe unterliegen die Partikeldurchmesser einer gewissen Verteilung um
einen Mittelwert. Würde bei der Abstandsbestimmung der mittlere Durchmesser mit seiner
Abweichung (z. B. ± 2 nm) berücksichtigt, würde sich der Fehler, der bei der Auswertung
der Höhenpro�le entsteht, um diese Abweichung erhöhen. Bei einer Linkerlänge von etwa
10 nm entspräche das einem Fehler von zusätzlich 20%. Dadurch, dass hier aber von ∆X

die jeweiligen Partikelradien subtrahiert wurden, ist diese Auswertung unabhängig von ei-
ner Gröÿenverteilung der Partikeldurchmesser, und dieser Fehler entfällt. Damit lassen sich
auch mehrere Probenreihen mit unterschiedlichen Partikeldurchmessern -beispielsweise ver-
schiedenen Partikelsynthesen- vergleichen.

Die Werte für deff aus 237 (bei 8 eq QL) bzw. 291 (bei 16 eq QL) ausgewerteten Messungen
sind in Abbildung 5.35 aufgetragen.
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Abb. 5.35: Partikelkorrigierte Abstandsverteilung der Proben mit 8 eq (A) und 16 eq
(B) Querlinker. Die Prozentangaben beziehen sich auf 237 (A) und 291
(B) ausgewertete Abstände.

Abb. 5.36: Schema zur Berechnung der Länge des DNA-Linkers zwischen zwei Gold-
Nanopartikeln. Die Länge der Thiollinker an der DNA wird aus den Bin-
dungslängen und Bindungswinkeln berechnet [161].

Die Balken und Kreissegmente sind gemäÿ der drei Fälle, in denen deff gröÿer, kleiner oder
gleich der berechneten Linkerlänge dLinker ist, gefärbt. Die berechnete Linkerlänge setzt sich
dabei aus der Länge der DNA und dem Thioalkanrest (siehe Abbildung 5.36), der maximale
Fehler aus Substratrauigkeit und Auswerteungenauigkeit zusammen.
Unter Berücksichtigung dieses Fehlers liegt das Maximum der Abstandsverteilung von deff
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für beide Proben im Bereich von dLinker. In einem solchen Fall haben zwei über den Quer-
linker verbundene Partikel genau diesen Abstand, wenn der Querlinker als stäbchenförmiges
Molekül angenommen wird. Kleinere Werte als dieser ideale Abstand entstehen, wenn die
Verbindungen nicht mittig zwischen Partikeln positioniert ist und die DNA sich nicht als
Stäbchen verhält. Gröÿere Abstände bedeuten, dass die Partikel nur über Teile des Linkers
oder nicht vernetzt sind. Da zusätzlich die Partikel einer Gröÿenverteilung unterliegen und
das Substrat eine gewissen Rauigkeit aufweist, kann eine ideale, d. h. symmetrische Packung
nicht zustande kommen. So kann es auch Abstände in den Aggregaten geben, die nicht durch
den Querlinker überbrückt sind.

Fasst man die Bereiche kleiner oder gleich deff zusammen, sind etwa 50% aller ausgewerteten
Abstände im Bereich von dLinker, d. h. dass statistisch jedes Partikel mit jedem zweiten
benachbarten Partikel vernetzt ist. Demnach existierten Vernetzungsbereiche, die sich über
die Aggregate erstrecken. Die restlichen Partikel sind zu weit voneinander entfernt, um
direkt vernetzt zu sein. Neben den bereits beschriebenen Gründen für gröÿere Abstände ist
zu berücksichtigen, dass die Trocknung der Proben die Struktur und Symmetrie beein�ussen
kann [158,195].

5.4.2 Mikroskopie und UV/Vis-Spektroskopie

Die optische Charakterisierung der Proben erfolgte mittels Lichtmikroskopie über ein inte-
griertes UV/Vis-Spektrometer. Dieses ermöglichte eine gute Auswahl der zu untersuchen-
den Fläche (siehe auch Abbildung 4.6, Seite 60), um störende Artefakte resultierend aus
Defekten in der Ober�äche oder durch Rückstände aus der Lösung zu minimieren. Bei der
Inaugenscheinnahme der Substrate zeigten die Proben mit Querlinker bereits bei geringen
Vergröÿerungen einen leichten roten Schleier (siehe Abbildung 5.37), der vermutlich auf eine
hohe Konzentration von Partikeln zurückzuführen ist.
Weiterhin ist in Abbildung 5.37 zu sehen, dass die Gold-Filme semitransparent waren, d. h.
ein Teil des eingestrahlten Lichts wurde re�ektiert während ein anderer Teil durch das
Substrat ging. Aufgrund der herstellungsbedingten Variation von Probe zu Probe konnte in
Transmission keine einheitliche Referenz erstellt werden.
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Abb. 5.37: Fotos zweier Proben mit immobilisierten Nanopartikeln ohne (A) und
mit (B) Querlinker. Die untersuchten Bereiche befanden sich im mittle-
ren dunklen Teil des Substrates. In (B) sind die Bereiche markiert, die
eine erhöhte Partikelkonzentration zeigten.

Daher werden nur die Daten aus den Re�ektions-Messungen diskutiert. Die Spektren dieser
Messungen sind in Abbildung 5.38 dargestellt.

Abb. 5.38: UV/Vis-Spektren der DNA-immobilisierten Nanopartikel mit und ohne
Querlinker. Die Extinktionsspektren wurden wie in Kapitel 4.10.2, Seite
59 beschrieben aus den Re�ektionsspektren berechnet. Zum Vergleich ist
die aus Extinktionskurve einer Lösung von Partikeln in Wasser abgebildet.
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Die Extinktion der Proben mit QL zeigt sowohl im Vergleich zu Partikeln in Lösung als
auch mit Variation des Querlinkeranteils deutliche Unterschiede.
In der Gegenüberstellung der Spektren von Einzelpartikeln in Lösung und von substratge-
bundenen Einzelpartikeln (Probe ohne Querlinker, siehe AFM-Messung in Abbildung 5.29)
ist zu erkennen, dass die für Partikel in Lösungen charakteristische Extinktion bei 520 nm
im Re�ektionsspektrum der Feststo�probe fehlt. Dafür tritt eine bei ≈ 500 nm liegende Ex-
tinktion auf.
Der Vergleich der Re�ektionsspektren untereinander zeigt, dass die Extinktion der Proben
mit Querlinker im gesamten Spektralbereich deutlich stärker ist, als die der Probe ohne
Querlinker. Die Probe mit 8 eq Querlinker hat die insgesamt für alle Proben höchste Ex-
tinktion und liegt damit über der Extinktion des Substrats mit 16 eq. Weiterhin weisen nur
die Proben mit Querlinker im längerwelligen Spektralbereich eine Zunahme der Extinkti-
on in der Form zweier ausgeprägter Maxima bei 691 nm (8 eq) bzw. 700 nm (16 eq) auf.
Zusätzlich ist in diesen Proben eine weniger deutliche Extinktion bei 580 nm zu erkennen.

5.4.2.1 Lage der Extinktionsbande im Kurzwelligen und Substratein�uss

Die Extinktionsbande bei 520 nm einzelner Partikel in Lösung wird bei den Messungen von
Partikeln auf Gold-Substraten nicht beobachtet. Stattdessen zeigt sich eine höherenergeti-
sche Extinktion, bei der es sich um die Interband-Absorptionen handeln könnte. Nordlan-
der et al. zeigen ein Modell, in dem analog zur Bildung von Molekülorbitalen die Hybridi-
sierung der Plasmafrequenzen eines Substrats und Partikels berechnet wurde. Die Verrin-
gerung der Abstände zwischen Partikel und Substrat führte für den Fall, dass es sich um
das gleiche Material mit der gleichen Plasmafrequenz handelte, zu einer niederenergetischen
Verschiebung der Plasmonenenergie. Zum analogen Resultat führen ebenfalls die Berech-
nungen von Ruppin [56]. Allerdings beobachtete Kalkbrenner bei der Annäherung eines
Goldpartikels an ein Glassubstrat eine Blauverschiebung, die auf die Bildung von Multipo-
len zurückgeführt wurde [196].
Dieses Verhalten ist aber wegen der unterschiedlichen optischen Eigenschaften von Glas-
und Gold-Substrat auf die hier diskutierten Proben nicht übertragbar. Unter der gleichen
Voraussetzung von Nordlander et al., d. h. Goldpartikel und -Substrat haben gleiche bzw.
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ähnliche Plasmafrequenzen, ist eine Verschiebung der Plasmonenresonanz zu längeren Wel-
lenlängen eher anzunehmen, und könte der schwachen Bande bei 580 nm zugeordnet werden.
Die schwache Extinktion wäre dabei vermutlich auf eine Dämpfung durch das Substrat zu-
rückzuführen. Ebenfalls einen Beitrag zur Verschiebung der Plasmonenbande könnten die
DNA-Ligandenhülle und Restfeuchte auf dem Substrat geleistet haben. Die genaue Form
und Dicke der Ligandenhülle war aber ebenso wenig bestimmbar wie die e�ektiven Feuchte.
Die Substrate wurden im Rahmen der Vorbereitungen für die einzelnen Messungen jeweils
gleich behandelt, so dass für alle von einem konstanten Faktor ausgegangen werden kann.
Die Proben sind somit untereinander vergleichbar. Auch hier wäre wie durch das Substrat
eine Rotverschiebung der Plasmonenbande zu erwarten. Spektren DNA-funktionalisierter
Gold-Nanopartikel zeigen allerdings, dass der Ein�uss des Liganden mit nur wenigen Nano-
metern zu vernachlässigen ist [74,155].
Inwieweit die Resonanz bzw. Lage der Extinktionsbande durch Substrat, Liganden und Um-
gebungsbedingungen gedämpft und/oder verschoben ist, kann nicht beantwortet werden. Im
Folgenden soll angenommen werden, dass die Extinktion im Bereich 520 - 580 nm einzelnen
Partikeln zuzuordnen ist.

5.4.2.2 Lage der Extinktionsbande im Langwelligen

Der theoretische Hintergrund der Plasmonenresonanz wurde bereits in den Grundlagen (Ka-
pitel 2.1.4, Seite 9) beschrieben. In diesem Kapitel sollen die vorliegenden Daten Ergebnissen
aus der Literatur gegenübergestellt werden.
Um diese Beobachtungen in Zusammenhang mit der Literatur setzen zu können, muss zu-
nächst geklärt werden, in welcher Form die Partikel in den Aggregaten vorlagen, d. h. ob
sich die Partikel berührten (Koaleszenz) oder getrennt in einem gewissen Abstand lagen
(Koagulation). Dieser Unterschied lässt sich mit Hilfe der Spektren aus der Literatur [29]
nachvollziehen (siehe Abbildung 5.39).
Die koaleszierenden Partikel weisen im Gegensatz zu einer wässrigen Partikellösung neben
einer Extinktion im kurzwelligen Bereich (bei etwa 530 nm) eine deutlich stärkere, breit-
bandige Extinktion im Längerwelligen auf. Eine Probe mit Partikeln, die sich nicht berühr-
ten, zeigt zusätzlich zur Extinktion im Kurzwelligen eine ausgeprägte Extinktion bei etwa
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Abb. 5.39: Vergleich von UV/Vis-Spektren von Gold-Nanopartikeln in wässriger Lö-
sung und Gelatine [29]. Beispiele für koaleszierende (links) und koagulie-
rende Partikel (rechts). Die Durchmesser der Partikel betragen 38 nm. Die
Fixierung der Partikel bzw. Aggregate erfolgte durch Zugabe weiterer Ge-
latine zur Lösung und die Koaleszenz wurde durch Zugabe von K2SO4

erreicht. In den eingefügten TEM-Aufnahmen ist deutlich zu erkennen,
dass sich die Partikel links berühren und rechts separiert vorliegen. (Um
die Spektren besser mit den vorliegenden experimentellen Daten dieser
Arbeit vergleichen zu können, wurden sie digitalisiert und auf eine Wel-
lenlängenskala transferiert.)

800 nm. Die räumliche Nähe der Partikel erzeugte also in allen Proben eine Extinktion im
langwelligen Spektralbereich, jedoch nur bei getrennten Partikeln zeigte sich eine ausge-
prägte Extinktionsbande. Die Lage der Bande war unabhängig davon, ob es sich um in einer
Gelatinematrix �xierte oder Aggregate in Lösung handelte.
Verglichen mit diesen Spektren aus der Literatur deuten die in dieser Arbeit untersuchten
Proben, aufgrund des Auftretens der Extinktionsbanden im Langwelligen, auf Aggregate
aus Partikeln hin, die separiert vorlagen und sich nicht berührten. Dieses stimmt auch mit
den Ergebnissen aus den rasterkraftmikroskopischen Untersuchungen bzw. mit deren stati-
stischer Auswertung überein.
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Wenn sich die Partikel nicht berührten und in einem Abstand getrennt nebeneinander lagen,
spielt der Abstand eine wesentliche Rolle. Erst wenn sie in räumliche Nähe gelangen, kommt
es zur Kopplung; und je enger sie zusammenliegen, desto stärker wird die Extinktion in den
langwelligen Spektralbereich verschoben [33]. Die Abstandsverteilungen in Abbildung 5.35
zeigen, dass der mittlere Abstand kleiner als der Partikeldurchmesser ist. Dies gilt für bei-
de Proben. Da die Verteilungen etwa gleich sind, sind hier die unterschiedlichen Lagen der
Extinktionsbanden nicht auf unterschiedliche Abstände zurückzuführen.

Die nächste Frage ist, inwieweit die Aggregatgröÿe mit der Lage der Extinktionsbande (im
langwelligen Bereich) korreliert. Der Übergang bzw. das Wachstum von Partikeln des Sy-
stems aus Abbildung 5.39 zu Aggregaten ist in Abbildung 5.40 dargestellt.

Abb. 5.40: Vergleich von UV/Vis-Spektren von Gold-Nanopartikel-Aggregaten ver-
schiedener Gröÿen in wässriger Lösung für den Fall der Koaleszenz (links)
und Koagulation (rechts) [29].

Die Spektren für den Fall der Koaleszenz zeigen zwar im Anfangsstadium des Aggregat-
wachstums eine nicht stark ausgeprägte Extinktion, die aber im weiteren Verlauf in eine
breitbandige Extinktion, ähnlich zu Extinktionen in metallischen Filmen [29], übergeht. Die
Spektren weisen mit zunehmender Aggregatgröÿe im Fall der Koagulation die Entstehung
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und später eine Verschiebung der Extinktionsbande im längerwelligen Bereich auf. In den
hier vorliegenden Proben konnte das Aggregatwachstum nicht beobachtet bzw. vermessen
werden. Da aber aus der statistischen Auswertung bekannt ist, dass die Proben mit unter-
schiedlichen Querlinkeranteilen verschiedene Aggregatgröÿen aufweisen, können diese den
Spektren aus Abbildung 5.40 gegenübergestellt werden (siehe Abbildung 5.41).

Abb. 5.41: Vergleich von UV/Vis-Spektren aus Abbildung 5.38 (0 eq und 16 eq)
mit Spektren von Gold-Nanopartikel-Aggregaten verschiedener Gröÿen in
wässriger Lösung (rechts, aus Abbildung 5.40) [29]. Links wurde zusätzlich
eine AFM-Aufnahme der Probe mit 16 eq QL eingefügt.

Die Daten von Kreibig und Vollmer [29] zeigen deutlich die Unterschiede der Extinkti-
onseigenschaften von Partikelaggregaten gegenüber einzelnen Partikeln, beziehen sich aber
auf dreidimensionale Aggregate. Spektren zweidimensionaler Anordnungen zeigen allerdings
vergleichbare Resultate [54,197,198,199]. Die Untersuchungen von Grabar et al. zeigen für
13 nm Gold Partikel auf silanisierten Quarzsubstraten zwei überlappende Extinktionsban-
den bei 536 nm bzw. 648 nm [197], während Schmitt et al. für 14 nm Gold Partikel auf
einem Glassubstrat mit Polyethylenimin zwei Plasmonenpeaks bei 518 nm bzw. 610 nm be-
obachteten [54]. Die experimentellen und berechneten Daten von Haynes et al. weisen für
Goldzylinder mit 200 nm Durchmesser auf Glassubstraten und 30 - 300 nm Abstand Extink-
tionen im Bereich von 700 - 800 nm auf [199]. Dieses zeigt zudem, dass auch für Abstände,
die gröÿer als die Partikeldurchmesser sind, eine Extinktion im Langwelligen zu beobachten
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ist. Diese Banden im langwelligen Spektralbereich aller Untersuchungen wurden einer di-
und/oder multipolaren Kopplung der Partikel zugeordnet.
Die in den Arbeiten von Grabar et al. sowie Schmitt et al. verwendeten Partikelgröÿen
sind vergleichbar mit denen in dieser Arbeit. Die in der Literatur gezeigten Banden sind aber
weniger niederenergetisch verschoben. Die verwendeten Glas- bzw. Quarzsubstrate waren
im Gegensatz zu den hier untersuchten Goldsubstraten nichtleitend, d. h. dass eine mögliche
Kopplung mit dem Substrat, wie sie im vorangegangenen Abschnitt diskutiert wurde, nicht
vergleichbar ist. Félidj et al. zeigte für 110 nm Goldzylinder auf einem 20 nm dicken Gold-
�lm eine Bande im langwelligen Spektralbereich, die auf eine substratinduzierte Kopplung
durch Ober�ächenplasmonen des Substrats zurückgeführt wurde [198].
Ein hinsichtlich Partikelgröÿe, -abstand und Substrat vollständig vergleichbares Experiment
bzw. eine theoretische Beschreibung konnte in der Literatur nicht gefunden werden. Die dis-
kutierten Arbeiten [29,33,54,197,198,199] zeigen aber qualitativ, dass mit der Bildung von
Partikelaggregaten eine Extinktion im langwelligen Bereich verbunden ist. Diese ist auch für
Aggregate zu �nden, in denen die Partikelabstände gröÿer als deren Durchmesser sind [199].
Der Abstand und die Anzahl der Partikel in den Aggregaten beein�usst dabei die Lage
der Bande insofern, dass kleinere Abstände bzw. gröÿere Aggregate eine niederenergetische
Verschiebung der Bande im Langwelligen verursacht. Ein metallisches Substrat führt zu ei-
ner erhöhten Kopplung, welche die durch den Abstand hervorgerufene Verschiebung weiter
verstärkt [198].

Die in dieser Arbeit beobachteten Banden im Langwelligen können demnach Partikeln in
Aggregaten zugeordnet und mit unterschiedlichen (maximalen) Aggregatgröÿen korreliert
werden. Für die im mittleren Bereich bei 580 nm in den Proben mit 8 eq und 16 eq auftre-
tende leichte Extinktion konnte in der diskutierten Literatur keine ausreichende Erklärung
gefunden werden. Zwar zeigten Félidj et al. eine solche dritte Bande für den Fall von elon-
gierten Partikeln [198], sie entstand aber auch durch die Anregung entlang der Längs- und
Querachse der Stäbchen. Eine nichtsphärische Partikelform kann hier aber durch die AFM-
Messungen ausgeschlossen werden.
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Um die maximalen Aggregatgröÿen und Extinktionswellenlängen besser vergleichen zu kön-
nen, wurden sie für die einzelnen Proben in Abbildung 5.42 aufgetragen.

Abb. 5.42: Vergleich der Extinktionswellenlänge λmax2 im langwelligen Spektralbe-
reich mit der Aggregatgröÿe für die Proben mit unterschiedlichem Quer-
linkeranteil. (Für eine bessere Übersicht wurden Linien zwischen den Mes-
spunkten eingefügt.)

Für die Auftragung der Lage der Extinktionsbande in Abbildung 5.42 wurden die Wellen-
längen der Maxima aus den Extinktionskurven für alle Substrate ermittelt. Die Probe ohne
Querlinker zeigt zwar kein ausgeprägtes Maximum im Langwelligen, dennoch absorbiert die-
se Probe im Vergleich zu Partikeln in Lösung in diesem Bereich. Die Extinktion der Partikel
in Lösung konvergiert im Gegensatz zur linearen Abnahme der Probe mit 0 eq QL zwischen
650 nm und 750 nm deutlich gegen null. Eine Extinktion in diesem Bereich kann nach der
diskutierten Literatur Partikeln in Aggregaten zugeordnet werden. Ein geringer Anteil an
Aggregaten in der Probe mit 0 eq QL konnte in der statistischen Auswertung gezeigt werden.
Um diese Partikel bzw. Aggregate zu berücksichtigen, wurde für diese Probe die Extinktion
in der Mitte dieses Bereiches bei 690 nm für die folgenden Auswertungen verwendet.
Die Punkte der maximalen Aggregatgröÿe und Extinktionswellenlänge verlaufen nahezu par-
allel, was den direkten Zusammenhang, der bereits in Abbildung 5.41 erkennbar gewesen
ist, verdeutlicht.
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5.4.2.3 Extinktion und Partikeldichte

Für den Vergleich der Partikeldichte mit der Extinktion wurden die Extinktionswerte für die
Maxima im kurz- und langwelligen Bereich in Abbildung 5.43 aufgetragen. Die Partikeldichte
steigt zunächst mit der Querlinkerkonzentration an und zeigt parallel zu den Extinktionen
einen maximalen Wert für die Probe mit 8 eq Querlinker.

Abb. 5.43: Vergleich der Extinktion der Banden im kurzwelligen (Extmax1) und lang-
welligen (Extmax2) Spektralbereich (linke Skala) mit der Partikeldichte für
die Proben mit unterschiedlichen Querlinkeranteilen (rechte Skala).

Die Zunahme der Extinktion bei Messungen in Lösung steigt gemäÿ dem Lambert-Beerschen
Gesetz (Gleichung 5.1) mit der Sto�konzentration.

Ext3D = ε · c · lK (5.1)

Ext3D : Extinktion in Lösung
ε : Extinktionskoe�zient
c : Konzentration
lK : Schichtdicke bzw. Küvettenlänge

Wird die Konzentration mit der Schichtdicke multipliziert, so ergibt eine Sto�menge pro
Fläche, die der Partikeldichte entspricht. Für den zweidimensionalen Fall kann somit das
Produkt c · lK durch die Partikeldichte p ersetzt werden.
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Ext2D = ε2D · p (5.2)
Ext2D : Extinktion von Partikelschichten
ε2D : Extinktionskoe�zient
p : Partikeldichte

Aus Gleichung 5.2 geht hervor, dass die Extinktion proportional zur Partikeldichte ist. Die-
ses lässt sich qualitativ in Abbildung 5.43 nachvollziehen, wonach die Partikeldichte mit
der experimentell bestimmten Extinktion korreliert. Die Berechnung der Extinktionskoe�-
zienten für die Extinktionen Extmax1 im kurzwelligen Bereich liefert einen Mittelwert von
ε̄2D(max1) = 2.0 · 1010 M−1·cm−1 (siehe Tabelle 5.3).

Tab. 5.3: Berechnete Extinktionskoe�zienten für die jeweiligen Querlinkeranteile und
berechneter Mittelwert ε̄. (Der Wert für ε̄ in Klammern berücksichtigt nur
die Proben mit mit 8 und 16 eq QL. Erläuterungen siehe Text)

QL Partikeldichte Extmax1 ε2D(max1)

p /Partikel·µm−2 /M−1·cm−1

0 eq 18.0 0.14 4.7·1010

8 eq 256.0 0.22 5.1·109

16 eq 152.8 0.19 7.3·109

ε̄ 2.0 · 1010

(6.2 · 109)

Abb. 5.44: Auftragung der Extinktionskoe�zienten für verschiedene Proben, berech-
net aus den Partikeldichten und Extinktionen bei zwei Wellenlängen.

Au�ällig ist in Abbildung 5.44 der Wert für ε2D(max1) der Probe mit 0 eq QL. Im Hinblick auf
die Ergebnisse der zweiten untersuchten Probenreihe, die im folgenden Kapitel diskutiert
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werden, scheint dieser Wert ein Ausreiÿer zu sein. Der in Tabelle 5.3 aufgeführte Mittelwert
ε̄2D(max1) = 6.2 · 109 M−1·cm−1 berücksichtigt daher nur die Proben mit 8 und 16 eq. Ver-
glichen mit den Extinktionskoe�zienten der Partikel in Lösung (siehe Tabelle 4.1, Seite 53)
liegt dieser Wert etwa um den Faktor 6 höher, d. h. dass die Partikel auf den Substraten
wesentlich stärker absorbieren als in Lösung. Inwieweit dieser E�ekt auf das Substratmateri-
al zurückgeht, müsste durch weitere Messungen mit unterschiedlichen Substraten überprüft
werden.

5.4.2.4 Extinktion und Aggregatgröÿe

Im vorangegangenen Kapitel wurde der Zusammenhang zwischen Partikeldichte und Extink-
tion aufgezeigt. Dabei wurde zunächst nur von einer gemittelten Partikeldichte ausgegangen,
die alle Partikel einschloss, unabhängig davon, ob sie einzeln oder in Aggregaten vorlagen.
Wenn sich nach Kapitel 2.1.4 (Seite 9) die Extinktion im kurzwelligen Bereich einzelnen
Partikel zuordnen lieÿe, sollte auch die Partikeldichte einzelnen liegender Partikel mit dieser
korrelieren. Analog sollte dieses auch für die Partikeldichte aus Partikeln in Aggregaten und
die Extinktion im langwelligen Bereich gelten.

Abb. 5.45: Schema zur Aufteilung der Partikeldichte. Die gesamte Partikeldichte wird
aufgeteilt in verschiedene Bereiche: In Bereich A werden einzelne Partikel
und kleine Aggregate, in Bereich B gröÿere Aggregate zusammengefasst.
Die Zahlen in den Klammern geben die berücksichtigten Aggregatgröÿen
wieder.
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Um diesen Zusammenhang weiter zu untersuchen, wurde die Partikeldichte in verschiedene
Bereiche aufgeteilt und mit den jeweiligen Extinktionen im kurz- und langwelligen Bereich
verglichen. In Abbildung 5.45 sind exemplarisch drei Beispiele zur Aufteilung (Bereich A
für einzelne Partikel und kleine Aggregate und B für kleine und groÿe Aggregate) aufgeführt.

Da keine weiteren Anhaltspunkte bestanden, wie eine solche Partitionierung, d. h., eine
Aufteilung der Partikel und -aggregate in Gruppen vorgenommen werden konnte, wurden
versuchsweise verschiedene Partitionierungen der jeweiligen Extinktion gegenübergestellt.
Für die Zuordnung zum kurzwelligen Bereich wurden die Partikeldichten aus einzelnen Par-
tikeln und aus kleinen Aggregaten mit bis zu 5 Partikeln pro Aggregat berechnet. Daraus
ergaben sich die in Abbildung 5.46 der Extinktion gegenübergestellten Partikeldichten A(1),
A(1-2), A(1-3), A(1-4) und A(1-5); dabei bedeutet 1, dass die Partikeldichte ausschlieÿlich
aus einzelnen Partikeln berechnet wurde. In A(1-2) wurden sowohl einzelne Partikel, als
auch Partikelpaare berücksichtigt. Für A(1-3), A(1-4) und A(1-5) wurde analog verfahren.

Abb. 5.46: Vergleich der Extinktionen im kurzwelligen Spektralbereich (linke Skala)
mit partitionierter Partikeldichte (rechte Skalen, v. l. n. r.: A(1), A(1-2),
A(1-3), A(1-4), A(1-5), Erläuterungen siehe Text. Zur besseren Orientie-
rung wurden Verbindungslinien zwischen den Proben eingefügt.).

Aufgrund der unterschiedlichen Partikeldichten für die gewählten Bereiche wurden diese je-
weils mit einer eigenen Skala versehen, wobei das Minimum der Skalierung durchgehend auf
Null gesetzt wurde, da ohne Partikel keine Extinktion hervorrufen werden konnte. Das Maxi-
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mum wurde auf die maximale Extinktion der Probe mit 8 eq Querlinker normiert. Wenn die
Extinktion nach Gleichung 5.2 über den Extinktionkoe�zienten proportional zur Partikel-
dichte ist, sollten die Graphen beider Gröÿen nach der Normierung möglichst deckungsgleich
verlaufen. Diese Bedingung ist dann am Besten erfüllt, wenn nur einzelne Partikel berück-
sichtigt werden (A(1)). Je mehr Partikel aus Aggregaten in die Partikeldichte aufgenommen
werden, desto gröÿer wird die Abweichung.

In gleicher Weise wurde dann für die Bewertung der Extinktionen im Langwelligen ver-
fahren. Dazu wurden die Aufteilungen B(2-320), B(6-320), B(2-5), B(2-10) und B(10-320)
vorgenommen, die in Abbildung 5.47 der Extinktion im Langwelligen gegenübergestellt sind.
Die Bereiche B(2-320) und B(6-320) sollten an A(1) und A(1-5) anschlieÿen, um alle Partikel
der jeweiligen Probe zu berücksichtigen. B(2-5), B(2-10) und B(10-320) dienten zusätzlich
zur Untersuchung, ob die Extinktion im Langwelligen im Wesentlichen eher durch Partikel
in kleinen oder gröÿeren Aggregaten bestimmt wurde.

Abb. 5.47: Vergleich der Extinktionen im langwelligen Spektralbereich (linke Skala)
mit partitionierter Partikeldichte (rechte Skalen, v. l. n. r.: B(2-320), B(6-
320), B(2-5), B(2-10), B(10-320), Erläuterungen siehe Text).

Nach der Normierung der Partikeldichte auf die Extinktion der Probe mit 8 eq QL stimmt
die Extinktion für die Probe mit 0 eq QL mit der Partikeldichte überein. Dieses kann dadurch
erklärt werden, dass diese Probe nahezu keine Aggregate und ebenfalls keine Extinktion im
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langwelligen Bereich aufweist. Die beste Übereinstimmung der Graphen zeigt sich für die
Bereiche B(2-5) und B(2-10), was darauf hindeutet, dass die Extinktion durch Partikel in
kleinen Aggregaten hervorgerufen wurde. Die beiden Graphen der Bereiche mit B(6-320)
und B(10-320), die die gröÿeren Aggregate berücksichtigen, liegen oberhalb der Extinktion
und zeigen die schlechteste Übereinstimmung. Der Wert des Bereichs B(2-320), der alle Par-
tikel, die in Aggregaten vorlagen, einschlieÿt, liegt erwartungsgemäÿ zwischen diesen beiden
Extremen. Das bedeutet, dass die zunächst getro�ene Annahme, dass alle Partikel in die
Extinktion eingehen, zumindest für die betrachtete Wellenlänge im längerwelligen Bereich
nicht zutre�end ist. Die gröÿeren Aggregate besitzen o�enbar keinen oder nur geringen Ein-
�uss auf die Extinktion in diesem Bereich.
Die besten Übereinstimmungen für die Bereiche A und B sind in Abbildung 5.48 aufgetragen.

Abb. 5.48: Vergleich der Extinktionen im kurz- und langwelligen Spektralbereich mit
partitionierter Partikeldichte.

Aus der Aufteilung in zwei Bereiche A und B wird deutlich, inwieweit die Partikelanzahl
bzw. -dichte die Extinktion beein�usst. O�ensichtlich hatten bereits Aggregate aus zwei
Partikeln einen stärkeren E�ekt auf die Extinktion im Langwelligen als im Kurzwelligen.
Die Extinktion im Kurzwelligen scheint im Wesentlichen durch einzelne Partikel dominiert
zu werden, während im Langwelligen überwiegend kleinere Aggregate dominieren.
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5.4.2.5 Mikroskopie und UV/Vis-Spektroskopie im Dunkelfeld

Im Gegensatz zu den Messungen im Hellfeld erscheinen im Dunkelfeld nur die Kanten der
Objekte. Die kleinste detektierbare Objektgröÿe ist abhängig vom apparativen Aufbau und
liegt bei etwa 20 nm [52,200]. Damit hätte man bei den hier vorliegenden Substraten nur Ag-
gregate sehen und spektroskopieren können. Die entsprechenden Spektren sind in Abbildung
5.49 dargestellt.

Abb. 5.49: UV/Vis-Spektren im Dunkelfeld.

Ein weiterer wesentlicher Unterschied zu den Hellfeld-Spektren ist, dass es sich um Emis-
sionsspektren handelt. Während die Extinktionsspektren auf das Substrat und die Lampe
referenziert worden waren, sind hier die nichtkorrigierten Spektren zu sehen. Diese zeigen
für alle Proben und ein leeres Substrat einen durchgehenden Emissionsuntergrund, der auf
die Streue�ekte des Substrates zurückzuführen ist. Die Intensitäts-Reihenfolge der Spektren
zeigt, dass die Probe mit gröÿeren Aggregaten (16 eq QL) die höchste Emission aufweist.
Ohne Querlinker und mit nur wenigen kleinen Aggregaten unterscheidet sich die Emission
kaum von der eines leeren Substrats.
Vorausgesetzt, dass einzelne Partikel bzw. kleinere Aggregate das Licht nicht streuten bzw.
unterhalb der Detektionsgrenze lagen, und somit nicht in den Spektren erfasst wurden,
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kann hier ein qualitativer Zusammenhang zwischen der Anzahl gröÿerer Aggregate und der
Emissionsintensität nachvollzogen werden.

5.4.2.6 Mikroskopie und UV/Vis-Spektroskopie im Dunkelfeld mit

Polarisations�lter

Die bisher diskutierten Ergebnisse basierten auf Messungen mit unpolarisiertem Licht. Durch
Messungen mit polarisiertem Licht lassen sich Vorzugsorientierungen in den Partikelaggre-
gaten erkennen [54].
Die Implementierung eines Polarisations�lters in den Strahlengang der Beleuchtung im Dun-
kelfeld war mit dem verwendeten Gerät nicht möglich. Es konnte dem UV/Vis-Detektor aber
ein Filter vorgeschaltet werden.

Abb. 5.50: UV/Vis-Spektren der Probe mit 16 eq QL im Dunkelfeld mit und ohne
Polarisations�lter.

In allen Fällen zeigen die Spektren ohne Polarisations�lter eine geringere Emission. Dar-
über hinaus kann keine Winkelabhängigkeit beobachtet werden, d. h. die Orientierung und
Zusammensetzung der Aggregate weist keine Vorzugsrichtung auf. Dieses stimmt mit den
AFM-Daten überein.
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5.4.3 Zweite Probenreihe

5.4.3.1 Rasterkraftmikroskopie

Zum Vergleich wurde eine zweite Probenreihe II untersucht, die vom Kooperationspartner
zum Ende der vorliegenden Arbeit zur Verfügung gestellt worden ist. Diese Gegenüberstel-
lung mit der Probenreihe I sollte zeigen, ob sich der qualitative Zusammenhang zwischen
strukturellen Merkmalen und optischen Eigenschaften nachvollziehen lässt.

In den AFM-Untersuchungen (siehe Abbildung 5.52) von Probenreihe II ist zunächst zu se-
hen, dass die Belegung der Ober�äche mit zunehmendem Querlinkeranteil abnimmt (Tabelle
5.4).

Tab. 5.4: Partikeldichten und maximale Aggregatgröÿen für die zweite Probenreihe.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.51 gra�sch dargestellt.

QL Partikeldichte p maximale
/Partikel pro µm2 Aggregatgröÿen

0 eq 220.9 60
4 eq 123.3 10
8 eq 46.8 116
16 eq 37.0 8

Abb. 5.51: Partikeldichte und maximale Aggregatgröÿe für verschiedene Querlinker-
konzentrationen.
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Abb. 5.52: Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen der Substrate aus der zweiten Pro-
benreihe. Das rechte Bild zeigt einen vergröÿerten Ausschnitt aus dem je-
weiligen linken Bild. (A) 0 eq, (B) 4 eq, (C) 8 eq, (D) 16 eq Querlinker (alle
bei 16 eq Immobilisierungslinker).
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Durch die hohe Anzahl von Partikeln in der Probe mit 0 eq QL kam es o�enbar zur unspezi-
�schen Zusammenlagerung von Partikeln. Tabelle 5.4 bzw. Abbildung 5.51 zeigen auÿerdem,
dass die maximale Aggregatgröÿe keine Korrelation mit dem Querlinkeranteil aufweist.

Diese Proben ermöglichten aber dennoch eine spektrale Auswertung, insbesondere die Unter-
suchung des Zusammenhangs zwischen Partikeldichte und Extinktion und eine Überprüfung
der für Probenreihe I diskutierten Zusammenhänge.

5.4.3.2 UV/Vis-Spektroskopie

Die Proben wurden analog zur bereits diskutierten Probenreihe I UV/Vis-spektroskopisch
untersucht. Die Spektren sind in Abbildung 5.53 dargestellt. Zusätzlich wurde hier die Mes-
sung eines nur mit der Fängersequenz 4 funktionalisierten Substrats eingefügt. Da die DNA
in diesem Wellenlängenbereich nicht absorbiert, waren nur Ein�üsse durch das Goldsubstrat
zu erwarten.

Abb. 5.53: UV/Vis-Spektren der Proben aus der zweiten Probenreihe.

Die Spektren zeigen analog zur ersten Probenreihe eine Extinktion im kurzwelligen Bereich
bei etwa 500 nm und im langwelligen Bereich um 700 nm. Wegen seiner Form fällt das Spek-
trum der Probe mit 8 eq QL auf. Diese Probe weist nach Tabelle 5.4 die gröÿten Aggregate
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Abb. 5.54: Vergleich der maximale Aggregatgröÿe und Extinktionswellenlänge im
langwelligen Spektralbereich für verschiedene Querlinkerkonzentrationen.

bei einer sehr geringen Partikeldichte auf, d. h. dass der Anteil einzelner Partikel in Rela-
tion zu denen in Aggregaten klein ist. Das ist o�enbar die Ursache für die im kurzwelligen
Bereich weniger stark ausgeprägte Extinktion.
Des weiteren zeigen die Untersuchungen, dass die Lage des Extinktionsmaximums im Lang-
welligen nicht eindeutig bestimmbar ist. Die ermittelten Wellenlängen der Maxima korrelie-
ren nicht mit der Aggregatgröÿe (siehe Abbildung 5.54).

5.4.3.3 Extinktion und Aggregatgröÿe

Ein weiterer Aspekt der Untersuchungen war die Korrelation der Partikeldichte mit der
Extinktion. Die Partikeldichte wurde hierfür wieder in zwei Bereiche A und B aufgeteilt
und den jeweiligen Extinktionen im kurz- und langwelligen Spektralbereich gegenübergestellt
(siehe Abbildung 5.55 und 5.56).
In Abbildung 5.55 sind die verschiedenen Bereiche (A(1), A(1-2), A(1-3), A(1-4) und A(1-5))
der Extinktion im kurzwelligen Spektralbereich gegenübergestellt. Wie schon in Probenreihe
I folgt die Partikeldichte aus einzelnen Partikeln dem charakteristischen Verlauf der Extink-
tion.
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Abb. 5.55: Partikeldichte im Vergleich mit der Extinktion im kurzwelligen Spektral-
bereich (rechte Skalen, v. l. n. r.: A(1), A(1-2), A(1-3), A(1-4), A(1-5), Er-
läuterungen siehe Text).

Abb. 5.56: Partikeldichte im Vergleich mit der Extinktion im langwelligen Spektralbe-
reich (rechte Skalen, v. l. n. r.: B(2-112), B(6-112), B(2-5), B(2-25), B(25-
112), Erläuterungen siehe Text).

Analog wurden in Abbildung 5.56 die Bereiche B(2-112), B(6-112), B(2-5), B(2-25) und
B(25-112), d. h. Partikel aus Aggregaten, der Extinktion im Langwelligen gegenübergestellt.
Die Bereiche wurden hier so ausgewählt, dass zum einen Partikel aus kleineren (B(2-5) und
B(2-25)) und zum anderen aus gröÿeren (B(6-112) und B(25-112)) Aggregaten zusammen-
gefasst wurden.
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Die Partikeldichten aus B(2-5) und B(2-25) folgen dem charakteristischen Verlauf der Ex-
tinktion, während die Partikeldichten aus B(6-112) und B(25-112) deutlich davon abweichen.
Im Vergleich der beiden gewählten Bereiche aus einerseits kleinen und andererseits gröÿeren
Aggregaten fällt wie in Probenreihe I die bessere Übereinstimmung kleinerer Aggregate mit
der Extinktion auf.

Abb. 5.57: Vergleich der Extinktionen im kurz- und langwelligen Spektralbereich mit
partitionierter Partikeldichte.

Trotz unterschiedlicher Partikeldichten bzw. maximaler Aggregatgröÿen beider Probenrei-
hen können drei wesentliche Aussagen beim Vergleich der partitionierten Partikeldichten
mit der Extinktion abgeleitet werden:

� Es lässt sich ein Zusammenhang der Extinktionen im kurz- und langwelligen Bereich
mit einer Aufteilung der Partikeldichte aufzeigen.

� Die Extinktion im kurzwelligen wird dabei im Wesentlichen durch einzelne Partikel
bestimmt, während im Langwelligen der Ein�uss der Aggregate dominiert.

� Kleinere Aggregate scheinen bei der betrachteten Wellenlänge einen höheren Beitrag
zur Extinktion als gröÿere Aggregate aufzuweisen.
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5 Darstellung und Diskussion der Ergebnisse

Um diese Auswertung weiter zu verfeinern, müssten mehrere Extinktionen bei unterschied-
lichen Wellenlängen kleineren und gröÿeren Aggregaten gegenübergestellt werden. Damit
würde zusätzlich berücksichtigt werden, dass die Extinktionsmaxima kleinerer Aggregate bei
kürzeren Wellenlängen liegen als die der gröÿeren Aggregate. Dieses ist aber nicht möglich,
da hierfür die Extinktionswellenlängen der jeweiligen Aggregatgröÿen bekannt sein müssten.

5.4.3.4 Berechnung des Extinktionskoe�zienten

Die Extinktionskoe�zienten wurden auch für diese zweite Probenreihe berechnet und sind
in Tabelle 5.5 zusammengefasst und in Abbildung 5.58 gra�sch dargestellt.

Tab. 5.5: Berechnete Extinktionskoe�zienten für die zweite Probenreihe.
QL Partikeldichte p Extmax1 ε2D_Ext(max1)

/Partikel pro µm2 /M−1·cm−1

0 eq 220.9 0.30 8.1·109

4 eq 123.3 0.26 1.3·1010

8 eq 46.8 0.075 1.0·1010

16 eq 37.0 0.14 2.3·1010

ε̄ 1.3 · 1010

Abb. 5.58: Berechnete Extinktionskoe�zienten für die zweite Probenreihe.

Der berechnete Mittelwert ist mit ε̄2(max1) = 1.6 · 1010 M−1·cm−1 etwas gröÿer als der der
ersten Reihe. Die Ursache hierfür ist unklar. Die leeren Substrate der beiden Probenreihen
wurden zwar als Referenz für die UV/Vis-Messungen verwendet, in dieser Referenzierung
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5.4 2D-Systeme

ist aber eine Kopplung der Partikel mit dem Substrat nicht berücksichtigt. Auch können ge-
ringe Abweichungen in der Substratpräparation zu Abweichung zwischen den Probenreihen
führen.
Zum Vergleich sind die Extinktionskoe�zienten beider Probenreihen in Abbildung 5.59 dar-
gestellt.

Abb. 5.59: Berechnete Extinktionskoe�zienten aller Proben aus beiden Probenreihen
(ausgefüllte Symbole) und berechnete Extinktionskoe�zienten aus Kapitel
4.4 (Seite 52) für Partikel mit Durchmessern zwischen 15 und 20 nm (nicht
ausgefülltes Quadrat).

Da im vorangegangenen Kapitel die Extinktion im Kurzwelligen überwiegend einzelnen Par-
tikeln zugeordnet werden konnte, sollen abschlieÿend die Extinktionskoe�zienten ε̄2(max1) der
Probenreihen mit dem Extinktionskoe�zienten für Partikel in wässriger Lösung† verglichen
werden. Die Extinktionskoe�zienten liegen (mit Ausnahme des Wertes für 0 eq aus der er-
sten Probenreihe) zwischen 4 · 109 und 1 · 1010 M−1·cm−1 und sind damit etwa um einen
Faktor 4 - 10 gröÿer als der Extinktionskoe�zient für Partikel in wässriger Lösung. Wie be-
reits für die erste Probenreihe beschrieben, ist diese Abweichung vermutlich auf einen vom
Substrat verursachten E�ekt zurückzuführen.

†Hier sind die Minimum/Maximum-Werte der in Kapitel 4.4 (Seite 52) aus Literaturdaten berechneten
Extinktionskoe�zienten für Partikeldurchmesser zwischen 15 und 20 nm aufgetragen, um die Varianz der
Literaturdaten und zusätzlich die Partikelgröÿenverteilung zu berücksichtigen.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Ziel dieser Arbeit waren die Metallisierung von DNA und Untersuchungen der gebilde-
ten Strukturen, sowie die Herstellung, Organisation und Untersuchungen von DNA/Gold-
Nanopartikel-Hybridstrukturen. Die DNA diente dabei zum einen als Templat zum Aufbau
eindimensionaler Systeme und zum anderen als Baustein in zweidimensionalen Nanopartikel-
Aggregaten.

6.1 Metallisierung von DNA und DNA-Netzwerken

Die hier erprobten Methoden zur Herstellung von metallisierten DNA-Strängen bzw.
-Netzwerken konnten keine zufriedenstellenden Ergebnisse liefern. Die erzeugten Nanoparti-
kel zeigten eine breite Gröÿenverteilung. Daraus resultierend wiesen die hergestellten Struk-
turen einen inhomogenen Aufbau auf und eignen sich somit nicht in Hinblick auf eine Ver-
wendung als Nanodrähte.
Um das Problem der breiten Gröÿenverteilung zu umgehen, wurde ein neues Konzept ent-
wickelt, um bereits synthetisierte Nanopartikel mit einer bekannten und modi�zierbaren
Gröÿenverteilung unmittelbar an die DNA zu binden.

6.2 1D- und 3D-Systeme

Die Herstellung eindimensionaler Strukturen mit Durchmessern unter 10 nm mittels Cyste-
amin-funktionalisierter Gold-Nanopartikel und DNA/cis-Pt-Addukten konnte erfolgreich
durchgeführt werden. Die Herstellung gelang dabei sowohl in Lösung als auch auf verschie-
denen Substraten.

126



6.3 2D-Systeme

Der Nachweis erfolgte durch abbildende Methoden wie AFM, REM und TEM. Zusätzlich zur
Abbildung der Topographie im AFM ermöglichte das Hinzuziehen der Phaseninformationen
eine Zuordnung von DNA und Partikeln innerhalb der Strukturen. Gestützt wurden diese
Ergebnisse durch weitere Untersuchungen im TEM und REM. Während DNA mit diesen
Methoden nicht abgebildet werden kann, waren die Partikel hingegen eindeutig aufgrund
des Materialkontrastes zu erkennen.
Die Vernetzung von Partikeln in Anwesenheit von cis-Pt und Bildung dreidimensionaler
Aggregate konnte mittels TEM nachgewiesen und sowohl die Konzentrationsabhängigkeit
als auch der zeitliche Verlauf durch UV/Vis-Spektroskopie verfolgt werden. Die beobach-
tete längerwellige Verschiebung der Plasmonenresonanz der Partikel entsprach dabei den
Ergebnissen in der Literatur. Somit konnte die Hypothese, dass cis-Pt eine Vernetzung ver-
ursacht, bestätigt werden. Ob der Ligandenaustausch an der Amino- oder Thiol-Funktion
stattfand und an welcher Position das Platin in welcher Form zwischen den Partikeln lag,
konnte bisher nicht weiter aufgeklärt werden. Raman-, IR- und Pt195-NMR-Messungen lie-
ferten keine weiteren Hinweise, da zum einen die Konzentrationen der Lösungen unterhalb
der Nachweisgrenzen lagen, und zum anderen der hohe Gold-Anteil störte.
Die Kombination verschiedener Messmethoden erlaubt damit die Schlussfolgerung, dass sich
eindimensionale Nanodrähte aus an DNA aufgereihten Nanopartikeln mittels cis-Pt herstel-
len lassen. Auch wenn der Durchmesser der Assemblate etwas gröÿer als der der Partikel
ist, liegen sie momentan im Bereich der kleinsten eindimensionalen DNA-Hybridstrukturen.
Weiterführende Arbeiten sollen diese zusätzlich elektrisch charakterisieren und auf ihre Ver-
wendbarkeit als Nanodrähte prüfen.

6.3 2D-Systeme

Zum Aufbau zweidimensionaler Aggregate wurde die Immobilisierung und Vernetzung von
multifunktionalen DNA/Gold-Nanopartikeln auf Goldsubstraten analysiert. Die Partikel-
Monolagen und -Aggregate lieÿen sich mittels AFM abbilden und statistisch auswerten.
Diese Auswertung ergab einerseits, dass die maximale Aggregatgröÿe und Aggregatgröÿen-
verteilung mit der Querlinkerkonzentration zusammenhängt. Andererseits scheint die abso-
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6 Zusammenfassung und Ausblick

lute Partikeldichte nur bedingt vom Querlinkeranteil abhängig zu sein.
Ein Gegenüberstellung der strukturellen Merkmale mit den optischen Eigenschaften mittels
UV/Vis-Spektroskopie zeigte eine Korrelation zwischen den Aggregatgröÿen/Partikeldichten
und den Extinktionsspektren. Die Extinktionsbanden in den unterschiedlichen Wellenlän-
genbereichen konnten qualitativ einzelnen und in Aggregaten vorliegenden Partikeln zuge-
ordnet werden. Weiterhin lieÿ sich ein Zusammenhang zwischen der Partikeldichte und der
Extinktion aufzeigen. Es konnten zudem für die jeweiligen Probenreihen Extinktionskoe�-
zienten ermittelt werden, die näherungsweise mit den Extinktionskoe�zienten der Partikel
in Lösung übereinstimmen. Ursachen für die Abweichung sind in der Kopplung der Partikel
an das metallische Substrat zu suchen. Daher ist trotz der Referenzierung der Spektren ein
quantitativer Vergleich der Probenreihen untereinander nicht möglich. Allerdings lieÿen sich
die charakteristischen Merkmale der Spektren mit Hilfe von Resultaten aus der Literatur
qualitativ nachvollziehen.
Somit konnten aus den optischen Daten Rückschlüsse auf die strukturelle Bescha�enheit
immobilisierter Partikel und Partikelmonolagen gezogen werden.
Für analoge Systeme könnte die UV/Vis-Spektroskopie qualitativ eine hilfreiche Ergänzung
bei Untersuchungen in-situ darstellen, um z.B. weitere Aussagen über die Bildungspha-
se der Aggregate tre�en zu können. Für eine quantitative Auswertung und theoretische
Beschreibung sowie für eine elektrische Charakterisierung müsste dieses Konzept auf ein
nichtmetallisches Substrat übertragen und untersucht werden.

6.4 Ausblick

Diese Arbeit hat weitere Bausteine für den gerichteten Aufbau von Metall-Nanopartikel-
Assemblaten geliefert. Insbesondere die Herstellung eindimensionaler Strukturen könnte für
die Realisierung nanoelektronischer Bauelemente, die durch Selbstorganisationsprozesse ent-
stehen, von Bedeutung werden. Diese Arbeiten bilden einen Ausgangspunkt für ein jüngst
begonnenes Forschungsvorhaben (DNA-based materials for the self-assembly of electrical

circuits (DASy)), welches sich mit der elektrischen Charakterisierung von Nanopartikel-
DNA-Kettenstrukturen befasst.
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7 Abkürzungen und Symbole

Abkürzungen
Abs Absorption
AFM Rasterkraftmikroskop(ie)
HOPG Highly orientated pyrolytic Graphite
CMOS Complementary Metal Oxide Semiconductor
DNA Desoxyribonucleicacid
EDTA Ethylendiamintetraacetat Dinatriumsalz
EFM Electric Force Microscopy
Ext Extinktion
IL Immobilisierungslinker (siehe Seite 47)
REM Rasterelektronenmikroskop(ie)
NMR Kernspinresonanzspektroskop(ie)
PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerase Kettenreaktion)
QCA Quantum Cellular Automata
QL Querlinkerlinker (siehe Seite 47)
REM Rasterelektronenmikroskop(ie)
SET Single Electron Tunneling
SPM Rastersondenmikroskop(ie) (Scanning Probe Microscopy)
STEM Transmissionmodus eines Rasterelektronenmikroskops (Scan-

ning Transmission Electron Mocroscopy)
STM Rastertunnelmikroskop(ie)
TEM Transmissionselektronenmikroskop(ie)
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7 Abkürzungen und Symbole

Symbole
α Polarisierbarkeit
β halber Ö�nungswinkel des Objektivs
δi,j Durchmesser Partikel i, j (2rKi,j)
∆φ0 Phasenverschiebung
∆h Höhenunterschied zweier benachbarter Objekte
∆z Geräterauschen
∆H Summe zweier Partikelradien
∆X Abstand zweier Partikelmittelpunkte
ε Permittivität
ε0 elektrische Feldkonstante
εeff e�ektive Permittivität (Dielektrizitätszahl)
εm Permittivität (Dielektrizitätszahl) des umgebenden Mediums
εs Permittivität (Dielektrizitätszahl) des Substrats
ε(ω) Permittivität (dielektrische Funktion)
ε1(ω) Realteil der Permittivität (dielektrischen Funktion)
ε2(ω) Imaginärteil der Permittivität (dielektrischen Funktion)
ε∞ Frequenzunabhängige Beiträge zur Permittivität (dielektrischen

Funktion)
ε Extinktionskoe�zient
γ Dämpfungsrate
κ Höhe der Tunnelbarriere
λ Wellenlänge
µ reduzierte Masse
ς Summe der Kräfte Spitze-Ober�äche
σext(ω) Extinktionsquerschnitt
σabs(ω) Absorptionsquerschnitt
σstreu(ω) Streuungsquerschnitt
τ−1
s mittlere Stosszeit

ξ Konstante
ω Kreisfrequenz einer elektromagnetischen Welle
ωp Plasmafrequenz
a Radius der Au�age�äche Spitze-Ober�äche
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A Partikel�äche
Beff erscheinende Breite
c Konzentration
cL Lichtgeschwindigkeit
Ceff e�ektive Kapazität
CP Kapazität des Partikels
CK Kontaktkapazität
d Partikeldurchmesser
deff e�ektiver Abstand
e Elementarladung
EC Au�adungsenergie
Ei Energie im internen Feld
f Schwingungsfrequenz
g Au�ösungsgrenze (kleinster unterscheidbarer Punktabstand)
h Plancksche Konstante
I Tunnelstrom
IProbe Emission der Probe
IReferenz Emission der Referenz
k Federkonstante
kB Boltzmann-Konstante
l Anzahl der Schalen
lK Küvettenlänge
Llinker Länge des Linkers
meff e�ektive Masse der Elektronen
M Atomanzahl im Cluster
Meff e�ektiver Modulus
n Brechungsindex
nel Elektronendichte
p Partikeldichte
~p Einzelpolarisation
~Pges Polarisation (gesamt)
Q Qualitätsfaktor
rK Radius Objekt (Kugel)
rT Radius Messspitze
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7 Abkürzungen und Symbole

R Partikelradius
Rq Quantenwiderstand
RT Tunnelwiderstand
s Abstand
< S > Härte einer Ober�äche
T Temperatur
ti Integrationszeit
V0 Volumen eines sphärischen Partikels

Einheiten sind, wenn nicht anders aufgeführt, entsprechend dem �Système International
d'Unités� angegeben.
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8 Verwendete Chemikalien,

Materialien und Geräte

8.1 Chemikalien und Materialien

Chemikalien
1-Aminoethan-2-thiol Aldrich
Citronensäure Monohydrat Fluka
Ethylendiamintetraacetat Dinatriumsalz (>99%) Fluka
NaCl Sigma
Natriumborhydrid Aldrich
Plasmid pBR322 New England BioLabs
reinst. Wasser (0.055 µS·cm-1) Reinstwasseranlage

USF Elga
Tetrachlorgoldsäure Trihydrat Aldrich
Trisodiumcitrat Dihydrat Fluka

Sonstige Materialien
tapping-mode-Spitze

(Silizium, k=20N· m-1)
Nanosensors
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8 Verwendete Chemikalien, Materialien und Geräte

8.2 Verwendete Geräte und Software

Geräte
AFM Nanoscope IIIa, Digital Instruments∗
Mikropipetten Gilson
Reinstwasseranlage Purelab Plus, USF Elga
UV/Vis-Spektralphotometer Axioplan 2 mit UV-Optik, Zeiss, mit

TIDAS Mikrospektralphotometer, J&M
IR-Spektrometer Nicolet Avatar 650, EZ Omnic
Raman-Spektrometer RFS 100/S, Bruker Optics, Deusches

Wollforschungsinstitut, RWTH Aachen
Vortexer Heidolph
Zentrifuge Biofuge fresco, Heraeus
195Pt-NMR VarianUnity 500
REM LEOSupra 35VP, Zeiss SMT
REM LEOSupra 55VP, Zeiss SMT, Oberkochen
REM Hitachi 5200 mit Gatan Cryo-System,

Universität Ulm
TEM FEI Tecnai F20 im Gemeinschaftsinstitut

für Elektronenmikroskopie, RWTH Aa-
chen

Software
DNAStar Lasergene
Partikel-Analyse Dr. D. Sanders, RWTH Aachen
Nanoscope v5.12r3 Digital Instruments
WSxM Developer 7.6 Nanotec
Spectralys 1.83 Creon-Lab Control AG
LEO REM 4.00.10 Zeiss SMT
Origin 7.5 Origin Labs

∗Sofern nicht anders angegeben be�nden sich die Geräte im Institut für Anorganische Chemie, RWTH
Aachen
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