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1 Einleitung

Im Zuge der fortschreitenden Weiterentwicklung auf dem Sektor der Elektronik wurde in
den letzten Jahren sukzessive die Leistungsfahigkeit durch Erhéhung 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 Giiltigkeit verloren. Prognosen [3,1,5] beschreiben die Weiterentwicklung
der CMOS-Technologie unterschiedlich. So ist die nach dem MOOREschen Gesetz erst fiir
2005 erwartete Uberschreitung der 100 nm Grenze fiir die Strukturbreiten in der Halbleiter-
fertigung von Intel mit 90 nm bereits 2004 erreicht worden. Die eigentliche Gateelektroden-
lange betrégt bei einer Siliziumoxid-Schicht von 1.2nm nur 50nm [6,7]. AMD integrierte
die 90 nm-Technologie Ende 2004 in seine Prozessor-Produktion [%,9,10] und geht damit
ebenfalls den Erwartungen voraus. Analoge Beispiele zur Prozessortechnik lassen sich auch
auf dem Gebiet der elektronischen Speichertechnik finden. IBM stellte bereits eine Spei-
cherzelle in der erst fiir 2013 erwarteten 32nm-Technik durch Kombination aus optischer
und Elektronenstrahl-Lithographie vor [11]. Bei Infineon wurde eine Flash-Speicherzelle ent-
wickelt, die auf einer 8 nm schmalen Siliziumnitrid-Schicht zwischen zwei 20nm 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 stofen [11]. Die Forschung auf dem Gebiet der Nanopar-
tikel [15,16,17,18,19,20,21,22] bietet eine Alternative zur Halbleitertechnologie und damit
moglicherweise einen Ausweg aus der vermeintlichen Sackgasse. Nanopartikel und aus ihnen
erstellte Assemblate zeigen besondere optische sowie elektronische Eigenschaften bei einer

Groke von nur wenigen Nanometern.
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Abb. 1.1: Erweiterte Prognose bis zum Jahr 2020 der mit der Integrationsdichte ver-
bundenen Strukturgréfe in Halbleiterbausteinen (nach [13]).

Gold-Nanopartikel kénnen beispielsweise einzelne Elektronen bereits bei Raumtemperatur
speichern [23,24], da die Aufladungsenergie Ec = ¢?/2C (e ist die Elementarladung, C die
Kapazitéit des Partikels) wesentlich grofer als die thermische Energie ist (E¢ > kgT, siehe
auch Kapitel 2.1.3.1, Seite 6). Hierfiir miissen die Kapazititen sehr klein sein, womit sich der
Trend zu immer kleineren Strukturen erklart. Mittels Nanopartikeln, die die erforderliche
Grofe aufweisen, lieflen sich Einzel-Elektronen-Transistoren aufbauen, die deutlich effizien-
ter arbeiten. Die Funktion solcher Einheiten ist bereits in einer Vielzahl von Experimenten
mittels Rastertunnelmikroskopie bzw. -Spektroskopie nachgewiesen worden [23,25,20,26,24].
Dariiber hinaus widmen sich bereits Arbeiten [27,28| der gezielten Anordnung und Adres-
sierung solcher Systeme mit dem Ziel, diese in Zukunft einer industriellen Nutzung zuzufiih-
ren. Hierbei sollen die chemischen Eigenschaften der Partikel-stabilisierenden Ligandhiillen
durch Selbstanordnung (Self-Assembly) ausgenutzt bzw. gegebenenfalls modifiziert werden,
um entsprechende funktionelle Strukturen einfach herstellen und elektrisch adressieren zu
konnen.

DNA (Desoxyribonucleic Acid) kénnte sich hier als hilfreiches Werkzeug erweisen. Als ein

Biopolymer mit sequenziellem Aufbau eignet es sich zur Uberbriickung bzw. Anbindung




1.1 Problemstellung

sowohl im Nanometer- als auch im Mikrometerbereich. Die Basensequenz kann zudem zur
Subnanometer genauen Adressierung innerhalb des Molekiils verwendet werden.
DNA wurde in einigen Arbeiten bereits als Templat fiir die Herstellung von Nanodridhten

und elektronischen Bausteinen verwendet (siche 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 verfiigharen 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 Grokenbereich der derzeitigen Auflésungsgrenzen.
Ebenfalls wird die Synthese eindimensionaler Aggregate aus Nanopartikeln mit DNA als
Templat behandelt. Diese soll zum einen durch Reduktion einer Metallsalzlosung und zum
anderen durch die Anbindung ez-situ synthetisierter Metall-Nanopartikel entlang der DNA-
Stringe erreicht werden, so dass im zweiten Fall nur Partikel gewiinschter Grofse angelagert
werden. Fiir diese Anlagerung wird auf einen Platin-Komplex zuriickgegriffen, der selektiv
an gewisse Sequenzabschnitte in der DNA bindet, was zusétzlich 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 iiber
die elektronische Kopplung der Partikel, die Beschaffenheit ihrer Umgebung und die Abstén-
de zueinander treffen [29,30,31,32,33]. Die gesammelten strukturellen und optischen Daten

sollen schliefslich untereinander auf einen méglichen Zusammenhang hin untersucht werden.

*Kooperation im DFG Schwerpunkt 1072 mit Prof. Dr. C. NIEMEYER, Universitdt Dortmund




2 Grundlagen

2.1 Eigenschaften von Metall-Nanopartikeln

2.1.1 Definition von Nanopartikeln

In der Literatur werden kleine Metallpartikel als Cluster bzw. Kolloide bezeichnet. In der
Definition nach COTTON besteht ein Metallcluster aus drei oder mehr Metallatomen, die
untereinander mit mindestens zwei Metall-Metall-Bindungen verkniipft sind [3]. Cluster mit
bestimmten Atomzahlen wie 13, 55 und 147 zeigen dabei eine besonders hohe Stabilitét, die
auf der abgeschlossenen Schalenstruktur basiert. Diese Atomzahlen werden auch magische

Zahlen und die Partikel Full-Shell-Cluster genannt (siehe Abbildung 2.1) [35,30].

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).




2.1 FEigenschaften von Metall-Nanopartikeln

M =1+ (101> +2) (2.1)

M : Atome im Cluster
{ : Anzahl der Schalen

Sehr grofse 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 fliekend und abhéngig
vom jeweiligen Autor. In dieser Arbeit sollen sie unter dem Begriff Nanopartikel zusammen-
gefasst werden, da ihre charakteristischen Eigenschaften auf ihre Grofe im Nanometerbereich

zuriickgehen.

2.1.2 Synthese

Eine der ersten Synthesen kleiner Goldpartikel wurde 1857 von FARADAY beschrieben [37,

|. An der Herstellungsweise, d. h. der Reduktion einer Metallsalz-Losung, hat sich bis heute
kaum etwas gedndert, und sie liegt den Synthesen in dieser Arbeit zu Grunde. So werden
beispielsweise Gold-Nanopartikel durch Reduktion einer Goldsalz-Lésung mit Natriumcitrat
erzeugt (siehe Abbildung 2.2). Dabei dient das Citrat nicht nur als Reduktionsmittel sondern

auch als stabilisierender Ligand.

HAuCI,

HooC” X~ COOH

HO" "cooH . _~o0oc” > ~coo’
HO™ "coo-

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

Uber Reduktionsmittel, Reduktionszeit sowie die Menge an Ligand lassen sich die Partikel-

durchmesser beeinflussen und Partikel iiber einen weiten Gréfenbereich erzeugen.




2 Grundlagen

2.1.3 Einzelelektronentransistor und Quantum Cellular Automata

Wihrend die Valenzelektronen im Metallatom diskrete Energieniveaus besitzen, befinden
sie sich im Volumenmetall in Energiebindern. Nanopartikel liegen in einem Ubergangs-
bereich zwischen Atom und makroskopischen Festkorper, was zur Folge hat, dass Metall-
nanopartikel besondere physikalische Eigenschaften, wie beispielsweise einen verringerten
Schmelzpunkt [39] und verringerte magnetische Suszeptibilitiat [10], aufweisen. Insbesonde-
re die damit ebenfalls verbundenen elektronischen Eigenschaften, hervorgerufen durch die
endliche Anzahl an Ladungstrigern, sind hier von besonderem Interesse. Ein Effekt, der im

Folgenden néher erldutert 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, ldsst sich der SET-Prozess be-
obachten [20,11]. Im Metall wird die Leitung durch Ladungstriger erzeugt, die in einem
Potentialgefélle kontinuierlich flieflen. In Nanopartikeln ist die Anzahl dieser Ladungstriager
endlich und abhéngig von der Partikelgréfse. Damit kann ein Partikel nur eine bestimmte
Anzahl an Elektronen aufnehmen bzw. wieder abgeben. Ist der Partikeldurchmesser klein
genug, d.h. ist die Kapazitdt klein, kann die Anzahl der Elektronen bis auf ein Einzel-
nes beschriinkt werden. In diesem beschriebenen Ubergangsbereich ist die Lokalisierung der

Elektronen temperaturabhingig, so dass folgende Bedingungen erfiillt sein miissen:

e Der Tunnelwiderstand Ry ist grofer als der Quantenwiderstand R,.

h
Ry R, = — =258k (2.2)

Ry : Tunnelwiderstand

R, : Quantenwiderstand

h : PLANCKsche Konstante
e : Ladung eines Elektrons

e Die Aufladungsenergie E¢, die notwendig ist, um ein zuséitzliches Elektron zu einem

Partikel hinzuzufiigen, ist groker als die thermische Energie Er.




2.1 FEigenschaften von Metall-Nanopartikeln

Eo=—— > kyT = By (2.3)
20€ff
Ec : Ladung eines Elektrons
Ceyy : effektive Kapazitét
kg : BoLTzMANN-Konstante
T : Temperatur

Die effektive Kapazitit C,y; setzt sich dabei nach Gleichung 2.4 aus der Eigenkapazitit C'p

eines Partikels und der Kontaktkapazitit Cx zusammen [12]*.
Ceff = \/C]%+4CKCP (2.4)
Cp = 27T€06md (25)
A
CK = E&0Em— (26)
s

Cp : Kapazitdt des Partikels

Ck : Kontaktkapazitét

eo : elektrische Feldkonstante

€m : Permittivitit des umgebenden Mediums
d : Partikeldurchmesser

A : Partikelflache

s : Abstand zum n#chsten Kontakt

Die Kapazititen von Nanopartikeln liegen im Bereich von C~ 10 F [21]. Thre Aufladungs-
zeit ist mit 10-''s deutlich ldnger als die Tunnelzeit. Wenn allerdings Cluster die Briicke
zwischen den Elektroden bilden, liegen diese Zeiten wesentlich ndher beieinander [13,15,11].
Anwendung findet das SET beispielsweise in einer Transistoranordnung aus drei Elektroden
um ein Nanopartikel (siche Abbildung 2.3).

Fiir einen Schaltvorgang in einem solchen Transistor geniigt bei entsprechend kleinem Par-

tikel ein Elektron, wihrend konventionelle auf Silizium basierende Strukturen derzeit etwa

*Da ¢, eine frequenzabhéngige Grofe ist, wird hier der Begriff Permittivitit verwendet. Die mitunter
gebrduchlichere 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-
geschriankter Frequenzbereich betrachtet wird, die in der Literatur verwendete Bezeichnung dielektrische
Konstante bzw. Funktion verwendet.
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Abb. 2.3: Schema eines SET-Transistors.

10* mehr Elektronen benétigen, d. h., dass durch den Einsatz von Nanopartikeln wesentlich

effizientere, Strom sparende und kleinere Schaltstrukturen moglich werden konnten [22].

2.1.3.2 QCA

Neben dem Einsatz von Nanopartikeln als Transistoren ist ein weiteres mogliches 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).

A B C O @™
® O
C @ ®O ON JiON JNON
® O||0O@ ® O|®O|®O
1 0 F, O. Fi
® O

Abb. 2.4: (A) Schema einer Zelle (E; - E4: Elektroden, Cq - C4: Nanopartikel). (B) Zel-
len mit den Zustand JA und NEIN (1 bzw. 0). (C) AND/OR-Schaltung
aus fiinf Zellen (F;-F3: Eingénge, A1: Antwort).

In der Anordnung in A wird beispielsweise iiber die Elektrode E; auf C ein Elektron {iber-

tragen. Durch die Nihe zu C] und den damit verbundenen abstofsenden Kraften sind die
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Positionen C5 und Cj fiir ein zweites Elektron ungiinstig, welches daher Position C) 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 [15,16,17,18,19,50]. Das Hinzufiigen eines dritten Elektrons auf C; fiihrt nach
dem Dominoeffekt zum Wechsel der Positionen in der Zelle und damit zum Zustandswech-
sel von 0 auf 1 bzw. 1 auf 0. Das iiberschiissige Elektron wird iiber E, abgegeben.

So lassen sich gezielt Elektronen steuern oder Speicher- und Schaltkreissysteme aufbauen.
Durch kreuzférmige Kombination fiinf solcher Zellen wird eine AND/OR-Schaltung gebildet
(Abbildung 2.4 C'), indem drei Zellen (F; — F3) den Eingang und die verbleibende Zelle den
Ausgang A; bilden. Die mittlere Zelle fungiert dabei als logisches Zentrum. Ein Schaltvor-

gang erfolgt beispielsweise bei F} AND F3 OR F3 und wird iiber A; ausgegeben.

Um solche Zellen oder Schaltungen aufbauen zu kénnen, 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 sphérischer Partikel
wurde 1908 durch G. MIE durch Anwendung der MAXWELLschen Gleichungen aufgestellt.
Die Hauptparameter hierbei sind die Partikelgrofe, die dielektrischen Funktionen des Par-
tikelmaterials sowie des umgebenden Mediums [29].

Bei der Betrachtung und Beschreibung der Eigenschaften von Nanopartikeln unterschei-
det man zunichst zwischen grofen und kleinen Partikeln. Die Grenze liegt abhéngig vom
Partikelmaterial bei etwa 20nm Durchmesser. Kleine Partikel werden in ihren Merkmalen
im Wesentlichen durch ihre intrinsischen Eigenschaften bestimmt, d.h., dass das Partikel-
material und die Beschaffenheit der Oberfliche dominieren. Das Partikelmaterial bzw. die
Materialeigenschaften selbst sind zwar ebenfalls grofenabhéngig, dennoch soll von extrin-
stschen Eigenschaften unterschieden werden, wie beispielsweise Lichtstreuung oder Bildung

von Multipolen, die in groflen Partikeln ab einer charakteristischen Groéfe erzeugt werden.
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2.1.4.1 Polarisierbarkeit und Plasmonenresonanz von Metallpartikeln

Fiir die Betrachtung der dipolaren Eigenschaften kleiner, sphéarischer Partikel sollte die
Wellenlénge A des einfallenden Lichts wesentlich grofer als der Durchmesser d sein, damit
von einem quasi-statischen Zustand ausgegangen werden kann. Andernfalls ergébe sich eine
dynamische Verdnderung iiber das Partikel, die in Form von Multipolen behandelt werden
miisste.

Durch die einfallende elektromagnetische Welle trennen sich im elektrischen Feld positive
und negative Ladungen, d. h. die Partikel werden polarisiert. Fiir das partikelinterne Feld gilt
Gleichung 2.7 und fiir die Polarisierbarkeit Gleichung 2.8 [29]. Beide werden dann maximal,

wenn der Betrag der Nenner € 4 2¢,, (aus Gleichung 2.7 und 2.8) minimal wird.

3€m
E,=Fy——7— 2.7
c(w) + 2em (2.7)
e(w) — em
= 4re RP——L— " 2.8
@ = Ao e(w) + 2em (2:8)

E; :Internes Feld

FEy : Externes Feld

€m - dielektrische Konstante des umgebenden Mediums
¢(w) : dielektrische Funktion

w  : Kreisfrequenz einer elektromagnetischen Welle

« : Polarisierbarkeit

R : Radius

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

umgebende Matrix.

Fiir den Fall einer dipolaren Anregung wird der Extinktionsquerschnitt von Partikeln un-
terhalb der charakteristischen Grofe (z.B. fiir Au: 25nm, Ag: 15nm [29]) durch Gleichung
2.10 [51] beschrieben. Bei dieser Partikelgrofe konnen multipolare Anregungen vernachlis-
sigt werden. Der Extinktionsquerschnitt setzt sich dabei nach Gleichung 2.9 aus Absorptions-

und Streuquerschnitt zusammen.

10
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Abb. 2.5: Polarisation eines sphérischen Partikels durch eine elektromagnetische Welle
(nach [33]).

Oext(W) = Oabs (W) + Tstreu(w) (2.9)

Uemt(w> = 9£57§n‘/0 62(0‘))

L [e1(w) + 26m)2 + £2(w)? (2.10)

Oert(w) : Extinktionsquerschnitt

w : Kreisfrequenz einer elektromagnetischen Welle
oaps(w) i Absorptionsquerschnitt

Ostrew(w) @ Streuquerschnitt

cr : Lichtgeschwindigkeit

Vo : Volumen eines sphérischen Partikels

Em : dielektrische Funktion des Mediums

e(w) : dielektrische Funktion des Partikelmaterials

Dabei setzt sich die dielektrische Funktion (w) in einem Partikelsystem mit x freien Elek-
tronen pro Volumeneinheit nach Gleichung 2.11 aus Real- €(w) und Imaginérteil e3(w)
zusammen. Sie beschreiben dabei jeweils die Polarisation sowie die Energiedissipation im

Partikelsystem.

£(w) = e1(w) + iga(w) (2.11)

£1(w) : Realteil

£2(w) : Tmaginérteil

Gleichung 2.10 zeigt, dass die Absorption iiber den Faktor Vo = 4/3 - 7 - R® mit dem Radius
verkniipft ist. Die spektralen Merkmale wie Position und Form der Resonanz sind, da fiir
die Resonanzbedingung der Nenner entscheidend ist, zundchst vom Radius unabhéngig. Da
aber die dielektrischen Funktionen ¢; 5(w) des Materials wiederum abhéngig von der Grofe

des Partikels sind, hingt die Absorptionslinie bei kleinen Partikeln indirekt vom Radius R

11
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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 Anderung der Materialeigenschaften wird deutlich, wenn man die
Atomabstéinde eines hypothetischen diatomaren Partikels Aus mit dem des Bulks vergleicht.
Im Atompaar betréigt dieser mit 253 pm nur 78 % des Metalls (325 pm) [29]. Mit steigender
Grofe bzw. Radius der Partikel nidhert sich e(w, R) dem Wert des Bulkmaterials e(w, co) an.

Gleichung 2.10 verdeutlicht auferdem, dass die dielektrische Funktion ¢,, des umgebenden
Mediums -wie auch das Partikelmaterial selbst- direkten Einfluss auf die spektrale Lage,

Form und Intensitéit der Extinktion hat (siehe Kapitel 2.1.4.3, Seite 14).

Fiir die Betrachtung groferer Partikel gilt die Voraussetzung A > d nicht mehr und die
extrinsischen Figenschaften dominieren, d.h., dass die dielektrische Funktion nicht ldnger
vom Radius abhéngt und durch (w, 00) ersetzt werden kann. Durch die Gréfe bedingt kann
das Partikel nicht mehr homogen polarisiert werden. Die dabei ausgebildeten Multipole fiih-
ren zu Retardierungseffekten, welche das interne elektrische Feld schwéchen. Diese konnen
bei groferen Partikeln in Form einer niederenergetischen Verschiebung der Lage der Plas-
monenresonanz beobachtet werden.

Fiir 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 ez-

trinsischen Eigenschaften eingegangen wird!.

Die wichtigsten Parameter fiir die Beschreibung der Plasmonenresonanz sind nach Gleichung
2.10 die Abhéngigkeit vom Material und Struktur der Partikel (e(w)) sowie die dielektri-
sche Funktion des umgebenden Mediums (&,,). Im Folgenden sollen ihre Beziehungen zur

Plasmonenresonanz naher erliutert werden.

TFiir eine ausfiihrliche Beschreibung sei auf Literatur [29] hingewiesen.

12
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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 kugelférmiger, 20 nm grofer Partikel aus Silber bzw.
Kupfer zeigen Absorptionsmaxima bei 385 nm bzw. 560 nm [23], wiahrend Goldpartikel mit
einem Durchmesser von 15 nm bei einer Wellenldnge von 520 nm ihre maximale Absorption
zeigen. Unter der Voraussetzung, dass ¢, in allen Féllen gleich ist, ist nach Gleichung 2.7
und 2.8 die Resonanzbedingung abhingig von £(w). Demzufolge besteht ein Zusammenhang
zwischen dem Material bzw. seiner elektronischen Struktur und der Absorptionswellenlange.
Nach dem DRUDE-Modell, in dem ein Metall in positive geladenen Tonenriimpfe (unbeweg-
lich) und Leitungsbandelektronen (beweglich) unterteilt wird, ist e(w) abhingig von den
freien Elektronen im Leitungsband. Diese freien Elektronen mit der Masse m, werden im
elektrischen Feld der Lichtwelle zwischen den Stofsen beschleunigt. Daraus ergibt sich die
mittlere StoRzeit 7, bzw. die Dimpfungsrate v = 7, '. Die Polarisation ﬁges iiber den ge-
samten Korper entspricht dann dem Produkt aus Elektronendichte n.; und Dipolmoment p’

eines Elektron-Ion-Paares. Nach dem DRUDE-Modell ldsst sich e(w) gemif Gleichung 2.12

formulieren.
2
W,
P
EW) = €00 — —F——— 2.12
( ) S U.)(CL) + Z’)/) ( )
2
Nel€
wpy = - (2.13)
EoMeyf
€x : Frequenzunabhingige Beitrige zur dielektrischen Funktion
wp  : Plasmafrequenz
~y : Ddmpfungsrate
ne  : Elektronendichte
e : Elementarladung
€0 : Dielektrizitdtskonstante des Vakuums

meyys : effektive Masse der Elektronen

Die in Gleichung 2.13 eingefiihrte effektive Masse m.s; der Elektronen ersetzt die Masse
me der Leitungselektronen, um den Einfluss des Ionenrumpfes zu beriicksichtigen. Uber die

Plasmafrequenz in Gleichung 2.13 wird die dielektrischen Funktion ¢(w) mit der Elektronen-

13



2 Grundlagen

dichte n.; des Materials verkniipft. Damit wird deutlich, inwiefern die elektronische Struktur
des Materials Einfluss auf die Polarisierbarkeit bzw. die Plasmonenresonanz nimmt.

Das DRUDE-Modell beinhaltet allerdings nur die Ubergéinge im Leitungsband (Intraband-
beitriage). Zusétzliche Interbandiibergéinge aus energetisch tief liegenden d-Orbitalen in das
Leitungsband werden durch eine Erginzung des Modells um die elektrische Interband-
Suszeptibilitdt beriicksichtigt [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 Ddmpfung von

Plasmonen schematisch dar [52].
Photon N Partikel-Plasmon N\ Elektron-Loch-Paar

Intraband

o]

Anregung =

Strahlung @@ / -c-ﬁ
— [@)]
c

i \Unterband 2
' Anregung | @

d-Band

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

2.1.4.3 Beschreibung des Zusammenhangs zwischen Umgebungseigenschaft und

Plasmonenresonanz

Mitentscheidend fiir die spektrale Lage der Absorption ist die unmittelbare Umgebung um
die Partikel. Das Medium wird in Gleichung 2.10 durch ¢, beriicksichtigt.

Die Polarisation eines Partikels in einem Medium hat im Gegensatz zum Vakuum eine Pola-
risation der Umgebung zur Folge. Dieses fiihrt zur Rotverschiebung der Plasmonenresonanz.
Diese Verschiebung ist umso groker, je grofer €, ist. €, kann nach Gleichung 2.14 fiir trans-

parente Materialien durch den Brechungsindex n,, ersetzt werden.

14



2.1 FEigenschaften von Metall-Nanopartikeln

Em = N2, (2.14)
n., : Brechungsindex eines transparenten Mediums
UNDERWOOD und MULVANEY [53] zeigten ebenso wie SCHMITT et al. [51] den Zusammen-

hang zwischen der Lage der Plasmonenresonanz und ¢, bzw. n,, experimentell durch Va-
riation des Losungsmittels. Dazu wurden Partikel in verschiedenen Losungsmitteln mit un-
terschiedlichen Brechungsindizes gelost. Mit steigendem Brechungsindex gehen die Farben
der Losungen von rot zu violett iiber (siche Tabelle 2.1), was der niederenergetischen Ver-

schiebung der Plasmonenresonanz entspricht.

Tab. 2.1: Farben der Losungen von Gold-Nanopartikeln mit 16 nm Durchmesser in
verschiedenen Losungsmitteln mit unterschiedlichen Brechungsindizes [53].

Brechungsindex (£0.004) | Farbe der Nanopartikellosung
1.336 rot-orange
1.407 rot
1.481 rot-violett
1.525 violett
1.583 violett

Die in diesem Beispiel aufgefiihrten Nanopartikel sind durch Liganden stabilisiert, wodurch
die Plasmonenresonanz ebenfalls beeinflusst wird. Je nach Wechselwirkung des Liganden mit
dem Partikel ergibt sich eine unterschiedlich starke Verschiebung der Resonanz. Die Addi-
tion von lodid zu Silber-Nanopartikeln zeigt ebenfalls, wie die Erhohung des Brechungs-
indexes eine Rotverschiebung der Plasmonenresonanz bewirkt (siche Abbildung 2.7). Die
Resonanzverschiebung lisst sich hierbei allerdings nicht ausschlieflich auf die Anderung
von &, zuriickfithren, da sich durch die Bildung von Silberiodid in der duferen Schale auch
die gesamte Struktur des Partikels dndert und somit € ebenfalls beeinflusst.

Die bisherigen Betrachtungen gehen von einer homogenen Umgebung um die Partikel aus.
Werden Partikel auf einem Substrat untersucht, ist die Betrachtung von ¢, alleine nicht
mehr zuléssig, 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

15
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Abb. 2.7: Spektren von Silber-Nanopartikeln vor (1) und nach (2-6) Zugabe von
Kaliumiodid mit steigenden Konzentrationen (nach [55]).

der Plasmonenresonanz fiihrt. In einer einfachen Naherung kann vom Mittelwert e.s¢ der
Summe aus &, und &, ausgegangen werden (siehe Gleichung 2.15).

Em Tt Es
Eeff = T (215)

cesy : effektive Dielektrizitétskonstante
es : Dielektrizitdtskonstante des Substrats

Fiir metallische Substrate, wie sie in dieser Arbeit verwendet wurden, wird in der Literatur
ebenfalls eine Rotverschiebung der Plasmonenresonanz beschrieben [56,29,57]. Hier besteht
zusitzlich das Problem, dass das Substrat nicht transparent und zugleich gut polarisierbar
ist. Damit wird eine Beschreibung der Einfliisse sehr kompliziert. NORDLANDER und PRO-
DAN zeigen qualitativ, dass die Plasmonenresonanz eines Metallpartikels, welches sich einer
Metalloberfliche néhert, bei einer Abstandsverringerung stérker niederenergetisch verscho-
ben wird [57]. Fiir 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 zunéchst nur fiir den Fall, dass sich die
Partikel in einem ausreichend grofen Abstand voneinander befinden. Ein weiterer Einfluss
auf die Lage der Plasmonenbande entsteht, wenn dieser Abstand verringert wird, z. B. die
Partikeldichte einer Losung erhéht wird. Néahern sich die Partikel einander an, kommt es
zur Kopplung der Dipole und die Anregungsenergie fiir die Plasmonenresonanz wird herab-
gesetzt.

Analog lasst sich die Kopplung von Partikeln auch bei der Vernetzung von Partikeln be-
obachten. Dass die Absorption im Langwelligen mit der Entstehung und Gréfe von Par-
tikelaggregaten einhergeht, ist sowohl experimentell [29,58,31] als auch theoretisch gezeigt
worden [29,59,60,61]. In groferen Aggregaten steigt die Wahrscheinlichkeit, dass eine linea-
re Kette aus Partikel in Richtung des Energievektors des anregenden Lichtstrahls liegt (p-
Polarisation). Die Abhéngigkeit der Lage der Absorptionsbande kann durch die Berechnung

fiir eine solche lineare Anordnung von Partikeln gezeigt werden (siche Abbildung 2.8) [60].

20 r T T T T T
Kette aus Partikeln
(Polarisation parallel zur Kette)
1.5
=
&
S
g 10
£
05 D [T i,
Zufillige Anordnung
- . | ) [ —== P :
400 500 600 700 800

Ainm

Abb. 2.8: Berechnete Spektren linearer Partikelanordnungen fiir Gold-Nanopartikel
(Durchmesser 13nm, Abstand 1.1nm) in Wasser. Die Anzahl der Partikel
in einer Reihe ist an den Spektren aufgefiihrt. Die Spektren mit den durch-
gezogenen Linien sind fiir Aggregate mit p-Polarisation berechnet. Bei den
Spektren mit gepunkteten Linien liegen die Partikelaggregate in zufélliger
Richtung. Zum Vergleich ist zusétzlich das Spektrum eines einzelnen Parti-
kels eingezeichnet (nach [60]).

17



2 Grundlagen

Fiir lineare Aggregate wird die Absorption im ldngerwelligen Bereich auf die longitudinale
Anregung (parallel zur Partikelkette), die im kurzwelligen auf die transversale Anregung
(senkrecht zur Partikelkette) zuriickgefiihrt. Diese konnen 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
aufserdem Spektren mit Variation der Kettenldnge dargestellt. Mit steigender Kettenlénge

wird die Plasmonenresonanz niederenergetisch verschoben.

Wird das Modell der eindimensionalen Kette aus Partikeln zu zweidimensionalen Partikelag-
gregaten erweitert, muss zusétzlich die Form der Aggregate beriicksichtigt werden. Inwieweit
die Form der Aggregate Einfluss auf die Spektren nimmt, ist in Abbildung 2.9 fiir unter-
schiedlicher Aggregatformen mit konstanter Partikelanzahl dargestellt [29].

25 . . : ;

20 P - e 4 -

15 i \ 2
! : i ! 5
1.0k & & & wemea - - s -
' I I g ’ ~ 557 .
i r o . N 4 .
il | o ~ . e
L - i i ~ 4
e « I . .,
L i tal b
- ~
=
! e ’
-

'300 400 500 60C
Anm
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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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3x 3-Anordnung die Bande im kurzwelligen nicht mehr so deutlich ausgeprégt. Die Bande im
langwelligen ist verbreitert und zum kurzwelligen Bereich hin verschoben. Der Unterschied
erklart 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 x 3-Anordnung
gegenseitig beeinflussen. Die Form eines Aggregates hat somit ebenso wie die Anzahl der

Partikel einen deutlichen Einfluss 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
grofseren Aggregaten mit unregelméfigen Partikelanordnungen, bzw. bei grofseren Partikeln
bislang schwer zu quantifizieren ist. Ein quantitativer Vergleich von berechneten mit den
im Rahmen dieser Arbeit gemessenen Spektren von Partikeln bzw. Partikelaggregaten ist
aufgrund der beobachteten groflen Aggregate nicht moglich. Es soll aber der beschriebene
Zusammenhang zwischen der Lage der Absorptionsbande und der Aggregatgréfe qualitativ

untersucht werden.

Neben der Partikelanzahl und der Aggregatform beeinflussen auch der Abstand der Partikel
und das umgebende Medium die Lage der Absorptionsbande. Wie bereits am Anfang die-
ses Kapitels beschrieben wurde, verursacht die Anndherung zweier oder mehrerer Partikel
eine Kopplung der Resonanz der Partikel, welche mit geringerem Partikelabstand stérker
wird. Ab welchem Abstand die Partikel koppeln, hingt zusétzlich von der Polarisierbarkeit
bzw. den Dampfungseigenschaften des Mediums bzw. des Substrats ab. Die Zusammen-
hinge zwischen umgebenden Medium und der Plasmonenresonanz einzelner Partikel wurde
bereits vorgestellt. Eine Beschreibung fiir Partikelaggregate scheitert allerdings bislang an
den weitaus komplexeren Zusammenhingen. 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 einflussnehmenden Parameter wie Partikelab-
stand, Partikelanzahl, Aggregatform, Liganden, Losungsmittel bzw. umgebendes Medium

und Substrat erschwert die theoretische Beschreibung des gesamten Systems. Riickschliisse
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auf die Partikelgrofe sind somit nicht moglich. Dennoch kénnen Vergleiche der Absorpti-
onswellenldngen und den Intensititen bei diesen Welenldngen innerhalb einer Versuchsreihe
Trends aufzeigen, die durch einzelne, bekannte und definiert verdnderte Parameter hervor-
gerufen werden. Damit lassen sich unter Umstdnden nicht nur qualitative, sondern auch
quantitative Zusammenhéinge aufzeigen. In dieser Arbeit werden Partikel auf einer Ober-
flaiche immobilisiert. Dabei werden die Partikelgrofe, 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, st6fst man mit der herkémmlichen Lichtmikroskopie schnell an

die Auflésungsgrenze.

A

" o sin 3 (2.16)

g

g : Auflosungsgrenze (kleinster unterscheidbarer Punktabstand)
A - Wellenlédnge

n : Brechungsindex

B : halber Offnungswinkel des Objektivs

Nach Gleichung 2.16 kann die Auflésungsgrenze durch Erh6hung des Brechungsindexes bzw.
des Objektivoffnungswinkels gesteigert werden. An Luft mit n = 1 und § = 72° liegt die
Auflésungsgrenze bei etwa der Halfte der verwendeten Wellenldnge, d.h., dass eine weite-
re Steigerung nur durch kiirzere Wellenléngen, z. B. UV-Licht, erreicht werden kann [62].
Dieses fithrte zur Entwicklung des Elektronenmikroskops (E. RUSKA), da Elektronen gegen-
iber UV-Licht eine um den Faktor 10000 kleinere Wellenldnge von etwa 4 pm (bei einer
Beschleunigungsspannung von 100kV) haben. Mit kiirzerer Wellenlédnge wichst allerdings
der Energieeintrag in die Probe, was mit der Zeit zur Schidigung und Zerstérung der ab-
zubildenden Strukturen fithren kann. Ublicherweise miissen die Proben durch Beschichtung
mit Kohlenstoff oder Metallen leitfdhig gemacht werden, um die entstehende Aufladung zu
eliminieren. Neuere Entwicklungen im Bereich der Elektronenmikroskopie ermoglichen al-
lerdings, unbeschichtete Proben in Gegenwart von Gasen zu vermessen. Die Gasmolekiile
dienen dabei einerseits zur Detektion und andererseits zum Abtransport der Oberflichen-
aufladung. Die Auflésung heutiger Gerite liegt weit unterhalb 10 nm, was die Abbildung
von Objekten im unteren Langenbereich der Nanometerskala ermoglicht.

Zerstorungsfrei hingegen lassen sich Strukturen bis hin zur atomaren Auflésung |63| mit-
tels Rastersondenmikroskopiemethoden wie Rastertunnel- und Rasterkraftmikroskopie ab-
bilden. Das ,Raster beschreibt die zeilenweise Bewegung einer Sonde iiber eine Oberfla-
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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2 Grundlagen

wickelt [61,65,66]%. Im STM wird zwischen zu untersuchender Oberfliiche und einer Metall-
spitze eine elektrische Potentialdifferenz angelegt, und der bei geniigend kleinem Abstand
flielsende Tunnelstrom detektiert. Dieser hingt nach 2.17 exponentiell mit dem Abstand

ZuSamimern.

I ox e (2.17)

I : Tunnelstrom
~ : Hohe der Tunnelbarriere
s : Abstand

Damit iiberhaupt Strom flieflen kann, miissen die Proben auch hier leitfihig sein. Nicht
leitfdhige Oberflichen lassen sich mit dem aus dem STM entwickelten Rasterkraftmikroskop
(engl. Atomic Force Microscope, AFM) [66] untersuchen, welches im folgenden Kapitel 2.2.1

naher beschrieben wird.

2.2.1 Rasterkraftmikroskopie

Das Rasterkraftmikroskop nutzt die attraktiven und repulsiven Krifte zwischen einer Ober-
fliche und Messsonde zur zerstorungsfreien Abbildung. Als Sonde wird eine Blattfeder (Can-

tilever) mit aufgesetzter Spitze verwendet (siche 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 moglichst

klein sein, um den entstehenden Abbildungsfehler (siehe Kapitel 2.2.1.2, Seite 26) minimal

{Gemeinsam mit E. RUSKA 1986 Nobelpreis fiir Physik
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2.2 Methodik und Charakterisierung

zu halten. Das Verbiegen des Cantilevers als Reaktion auf das Hohenprofil einer Probe
im Rastervorgang wird optisch durch einen Laser detektiert und in eine Hoheninformation
umgerechnet. Er wird auf die Oberseite des Cantilevers fokussiert und auf ein ortsauflésendes

Fotodiodenarray reflektiert (sieche Abbildung 2.11).

Fotodetektor ’ Laserdiode
Spiegel
( _,———-\ ,
i = \ /' Laserstrahl

\ /

\ &
¥ A /
) \\ ff

\ {f
. \
Cantilever_ v/ E ;
Messspitze \ \/

Abb. 2.11: Schematischer Aufbau eines AFM-Kopfes.

Zur Messung wird die Spitze auf etwa 0.1nm an die Oberfliche angendhert. Damit der
Cantilever auf die interatomaren Krifte zwischen den Atomen an der Spitze und auf der
Oberflachen reagieren kann, muss seine Federkonstante im Bereich atomarer Federkonstan-
ten liegen. Im Falle zweier schwingender Atome lisst sich mit Hilfe der Gleichung 2.18 die

Federkonstante k berechnen [67].

k=4 fu (2.18)

k : Federkonstante
f + Schwingungsfrequenz
= 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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2 Grundlagen

Abhéngig von der Umgebung (Vakuum, Luft, Gasatmosphére) werden verschiedene Schich-
ten iiber der Probe passiert (siehe Abbildung 2.12), bis der Kontakt hergestellt ist.

Luftfilm

>10 pm

Elektrostatische Krafte
(Attraktiv oder repulsiv)
0.100 - 1.00 pm

Oberflachenwasserfilm
(Attraktiv)

10 - 200 nm

| 108

Van DER WaaLs-Krafte
10—9 (Attraktiv)

Angstrom-Berich

5 %ulcpp-Kréﬁe
1 epulsiv
’10— &1 .&p )

=

> v§ Héhe iiber der Oberflache in m
Probenoberflache

\

Abb. 2.12: Grenzflichen und auf eine Messspitze wirkende Kréfte iiber einer Oberfla-
che [68].

Der Verlauf der gemessenen Kraft wihrend der Annéherung einer Messspitze an eine Ober-
fliche ist in Abbildung 2.13 als Deflektion, also der Auslenkung des Cantilevers, gegen den
Abstand Probe-Spitze aufgetragen.

Wihrend der Anndherung der Spitze bleibt von Position A ausgehend die Auslenkung so
lange konstant, bis an Punkt B der erste Kontakt zur Oberfliche hergestellt wird. Hier wir-
ken zunichst attraktive Kréfte auf die Messspitze. Wird weiter bis C' angenédhert, wirken
repulsive (Coulomb-)Krifte. Weiteres Annéhern héitte eine Zerstérung der Oberfldche und
Messspitze zur Folge, da die Blattfeder ab einem gewissen Punkt dieses nicht mehr kompen-
sieren kann. Beim Entfernen von der Oberfliche geht der Kontakt auf der Héhe von Punkt
B durch attraktive Kréfte zunédchst nicht verloren und bleibt bis zu Punkt D erhalten. Erst
dort 16st sich die Spitze und der Cantilever geht bei Punkt E in seine Ausgangsposition

zuriick.
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C 2Deflektion / A
<1 B
B A .
< b

¥ E

<Z-Position

Abb. 2.13: Typische Kraftkurve mit einer Adhésionskraft grofer null. Der Weg
A — B — C entspricht dem Anndhern (blau) bzw. C — D — E — A dem
Zuriickziehen des Cantilevers (griin).

Die Differenz zwischen erstem Kontaktpunkt B und Kontaktverlust D kennzeichnet die Ad-
hésionskraft [69]. Bei bekannter Federkonstante kann die auf die Oberfliche 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 iiber 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 Oberfliche nur am unteren
Scheitelpunkt einer Schwingung hergestellt wird. Damit ist es moglich 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).

Uber die Schwingungsisolierung werden Probe und Cantilever vor stérendenden Erschiitte-
rungen geschiitzt. Der PC dient zur Eingabe der bendtigten Parameter wie beispielsweise
Scangrofe, -geschwindigkeit, den Regelparametern, aber auch zur grafischen Ausgabe. Die

Kommunikation mit dem Mikroskopkopf erfolgt iiber den Controller.
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Controller

Hochspannung

Ablenkung -LS_Et_p_o_Hﬂ

A D/A-Wandler A/D-Wandler

Fotodetektor Laserdiode A A A
r Qagel
i === Zn \ l«” Laserstrahl
5 \\ }f
“ N / |
] ! — .4
Cantilever_ f’i:«:””'_:_,;f— Y A4
Messspltze_“__‘h ¢ e Her s Setpoint ™ .m.” oni phe
Probe Generalor Eingabe Integral Gain ||Proportional Gai
( )«
Scanner W W
H Amplitud Kumulative
Mikroskop Setpoint Summe  |€—| Addition zur
Eingabe Z-Spannung
Schwingungsisolierung Computer

Abb. 2.14: Schematischer Aufbau und Signalverarbeitung eines Rasterkraftmikro-
skops (nach [73,71])

2.2.1.2 Abbildungsfehler

Objekte auf rasterkraftmikoskopischen Aufnahmen erscheinen gegeniiber beispielsweise ra-
sterelektronenmikroskopischen Aufnahmen verbreitert. Dieser Abbildungsfehler wird durch
die geometrische Form der Messspitze verursacht. Je nach Verhéltnis zwischen Objektradius

rg und Spitzenradius rr kann man drei Kategorien unterscheiden:

(I.) der Spitzenradius ist grofer als der Objektradius
(IT.) Spitzenradius und Objektradius sind gleich grofs

(IT1.) der Spitzenradius ist wesentlich kleiner als der Objektradius und kann ihm gegeniiber

vernachlassigt 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 aufserhalb der Kriimmung am Spitzenende

ein linearer Verlauf angenommen wird. Auflerdem wird davon ausgegegangen, dass keine
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2.2 Methodik und Charakterisierung

attraktiven oder repulsiven Kréfte, wie z. B. ein Wasserfilm, wirken.

L. II. f_ I11.

o/ SOk

| 8 | | B | [ B ~ ]

Abb. 2.15: Abbildungsfehler durch den Spitzenradius fiir verschieden grofse Objektra-
dien (Fall I.-1III.)

Fall I: v < 7

Im ersten Fall ist der Spitzenradius rr groker als der Partikelradius rx (siehe Abbildung
2.15 (L.)). Hierbei wird das Partikel anteilig am Partikeldurchmesser um einen Anteil des
Spitzenprofils nach 2.19 bzw. vereinfacht nach 2.20 [75] auf die effektive Breite B.s; verbrei-
tert.

Arg +re)\/rr(re — 1K)
Beff = . (2.19)

Beff = 4\/TK'TT (220)

By : scheinbare Breite
rx : Radius Objekt
rp  : Radius Messspitze

Fall II: ri = rp

Abbildung 2.15 (I1.) behandelt den zweiten Fall, in dem beide Radien gleich gro® sind. Die

Verbreiterung entspricht nach 2.21 dabei dem doppelten Teilchendurchmesser.

By = 4-rg (2.21)
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Fall I1L: 7 > rp

Ist wie in Abbildung 2.15 (IIL.) der Objektradius wesentlich grofer als der Spitzenradius,
kann in diesem Fall der Spitzenradius nahezu vernachlissigt werden. Im Modell wird dieses
durch eine pyramidale Spitzenform beriicksichtigt. Zur Berechnung der Verbreiterung wird
nach 2.22 nur der Offnungswinkel der Spitze benétigt.

sina + 1

Beff = 2TK(W) (222)

a : Offnungswinkel der Spitze

Diese drei Félle gelten aber nur dann, wenn das Objekt separiert im Abstand By vom
néchsten Objekt entfernt liegt. Liegen sie ndher im Abstand s; o zusammen, kann mit Hilfe

von Gleichung 2.23 [76] berechnet werden, ob sie aufgelost werden konnen.

510 = V2rp - (VAz +VAz + Ah) (2.23)

s1,2 : Abstand zweier Objekte
Az : Gerdterauschen
Ah : Hohenunterschied zweier benachbarter Objekte

2.2.1.3 Abstandsbestimmung zweier Objekte

Abbildung 2.16 zeigt schematisch das Auflésungsvermdgen einer Messspitze mit dem Radius
5nm, die zwei sphéirische Partikel unterschiedlicher Absténde abbildet.

Abbildung 2.16 A stellt zundchst das Hohenprofil fiir den Fall, dass sich beide Partikel be-
rithren, dar. Der maximale Hohenunterschied Ah 4 zwischen den Partikeln wird hier haupt-
séchlich durch den Spitzenradius bestimmt, was aus der Umstellung von Gleichung 2.23 zu

Gleichung 2.24 deutlich wird.

Ah = (j% — VAR - VAz (2.24)

Zur Vereinfachung wird angenommen, dass das Gerédterauschen wesentlich kleiner als der

Hohenunterschied ist (Az < Ah). Daraus ergibt sich Gleichung 2.25.
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1: i,

X
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leker bZW d aff
Axm-xz-mlm B |

Abb. 2.16: Schematische, mafstabsgetreue Darstellung des Auflosungsvermogens ei-
ner Messspitze bei der Abbildung zweier vernetzter Partikel in (A) mit
gleichen Radien in direktem Kontakt (Spitzenradius 5nm, Partikelradius
15nm), (B) mit gleichen Radien, getrennt durch einen Linker (Linkerlénge
10nm) und (C) analog zu B fiir unterschiedliche Radien.
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Ah = i (2.25)
2rp

Bei konstantem Abstand der Objekte ist damit der Héhenunterschied reziprok proportional
zum Spitzendurchmesser. Eine Verkleinerung des Spitzenradius erhéht damit auch die Tie-
feninformation zwischen den Partikeln. Falls der Spitzendurchmesser wesentlich kleiner als
der Objektabstand ist, bestimmt der Offnungswinkel der seitlichen Flanken das Auflésungs-
vermogen (analog zu Fall IIT (rx > rr)).
In dieser Arbeit sollen Partikel, die, wie in Abbildung 2.16 B fiir zwei gleich grofse und in
C fiir unterschiedliche grofse Partikel dargestellt, iiber einen Abstandshalter miteinander
verbunden sind, abgebildet werden. Wie aus der Profillinie hervorgeht, kann der eigentliche
Léangsquerschnitt (Partikel/ DNA /Partikel) nicht vollstindig abgebildet werden. Die Spitze
erreicht in diesem Fall nur in der Mittelposition den Linker. Das Profil ist aber nicht von
zwei nicht verbundenen Partikeln in gleichem Abstand zu unterscheiden, da hier der Spit-
zenradius im Grofenbereich 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 Lénge des Linkers entspricht, weist dies allerdings auf die Anwesenheit des Linkers
und damit auf eine Verbindung hin.
Der Abstand lisst sich am einfachsten fiir den Fall zweier gleich grofer Partikel (Abbildung
2.16 B) aus der Lage der Partikelmittelpunkte bestimmen. Dann entspricht der effektive
Abstand (d.ss) bzw. die Linkerldnge (Lyiker) der Differenz aus dem Abstand der Partikel-
mittelpunkte (AXk_rinker) und den Partikelradien (2rg).

In Proben mit Partikeln, die einer Grofsenverteilung unterliegen, kénnen fiir die Partikelra-
dien entweder naherungsweise Durchschnittswerte angenommen werden, oder praziser die
Partikeldurchmesser fiir das betrachtete Paar bestimmt werden. Dieses kann aus den Ho-
henmaxima §;,j (=Durchmesser) der jeweiligen Partikel in einer Profillinie erfolgen. Der
Mittelwert AH in Gleichung 2.26 gibt somit die Summe der Partikelradien an. Aus der Dif-

ferenz des Abstandes der Partikelmittelpunkte AX g1_ko_ Linker -bestimmt aus der lateralen
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Information der Profillinie- und AH ergibt sich nach Gleichung 2.27 der effektive Abstand

des¢, der dann mit der Linkerlénge verglichen werden kann.

01+ 6
92

depy = AX — AH (2.27)

AH (2.26)

deyy : effektiver Abstand

AX : Abstand zweier Partikelmittelpunkte
AH : Summe zweier Partikelradien

d;,j + Durchmesser Partikel i, j (2rg, ;)

Diese Form der Auswertung wurde fiir die in Kapitel 5.4.1 gezeigten AFM-Aufnahmen und
deren statistische Analyse entwickelt, um die Anwesenheit eines nicht unmittelbar abbild-

baren Linkers zu verifizieren.

2.2.1.4 Interpretation der Phaseninformation

Einige Rasterkraftmikroskope verfiigen zusétzlich zur Abbildung von Topographien iiber
eine Analyse der Phasenverschiebung. Mittels einer zusitzlichen elektronischen Auswertung
kann die Phaseninformation der an den Cantilever im tapping-mode angelegten Schwingung

ausgewertet werden (siche Abbildung 2.17).

Extender
Elektronik |

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 A¢y bestimmt [77,78] (siche 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-
fliche hat |78,79,80,81,82,83,84|. Die Amplitude der Schwingung ist deutlich gréfer als im
non-contact-mode, so dass nur ein Teil der Oszillation durch die Oberflaiche beeinflusst wird.
Die Gewichtung der einzelnen Faktoren, zu denen auch lokale laterale Krafte und die Re-

gelparameter der Feedbacks zéhlen, ist damit schwierig in einem Modell zu erfassen.

Ad)ﬂl Aq)uz

00000C
'___/

— —

=Y

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

Die Phasenverschiebung ist charakteristisch fiir ein Material und setzt sich aus Federkon-

stante k, Qualitétsfaktor @) und auf die Spitze wirkende summierte Kraft ¢ zusammen [79].

Ay ~ ng (2.28)

A¢g : Phasenverschiebung

k : Federkonstante

Q : Qualitatsfaktor

S : Summe der Krifte Spitze-Oberflache

Die Summe der Krifte zwischen Spitze und Oberfliche ¢ entscheidet dabei iiber das Vor-
zeichen der Phasenverschiebung; im Fall repulsiv wirkender Krafte wird die Phasenverschie-
bung positiv, im Fall adhésiv wirkender Kréfte entsprechend negativ. DONG und YU haben

an Partikeln eine adhésive Wirkung mit negativer Phasenverschiebung gemessen, die durch

einen sich bei steigender Luftfeuchtigkeit autbauenden Wasserfilm erzeugt wurde. Hingegen
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verursachten die Partikel alleine durch repulsive Wirkung ein positives Signal [34].
Um Aussagen iiber die Hérte einer Oberflache treffen zu kénnen, wird ¢ durch die iiber einen

Schwingungszyklus gemittelte Oberflichenhérte < S > ersetzt (2.29) [79].

Q Q

Agy z<S>-E:§<a>Meff-E (2.29)
< S > : Hérte einer Oberfléche
13 : Konstante
a : Radius der Auflagefliche Spitze-Oberfliche

Mcyy - effektiver Modulus

Damit wird deutlich, dass sich mittels der Phaseninformation eine Héarteverteilung, bzw.
Anderungen in der Zusammensetzung detektieren lisst. Dieses gilt allerdings nur fiir be-
stimmte FEinstellungen von Schwingungsamplitude und -setpoint. Diese Werte geben an,
wie lang und mit welcher Kraft die Spitze auf der Oberfliche verweilt. Bei harten Materiali-
en ist die Harte proportional zum Modulus M, ;s und geht somit in Gleichung 2.29 ein. Bei
weichen Materialien verdndert sich mit zunehmender Kraft durch hohere Setpoint-Werte
die Auflagefliche, und damit der Radius der Auflagefliche a (zwischen Spitze und Oberflé-
che). So kann eine Phasenverschiebung durch Variation der Messparameter hervorgerufen
werden und nicht durch die Oberfliche selbst [79,78]. Ein weiterer Nebeneffekt bei weiche-
ren Materialien ist eine Kompression, die durch den erhdhten Druck hervorgerufen wird.
Damit erscheinen weichere Materialien in tapping-mode Bildern nicht in ihrer wirklichen
Hohe [30].

Im Gegensatz zu topographischen Aufnahmen lassen sich Phasenbilder nicht unmittelbar
vergleichen. Wenn auch die Phasenverschiebung charakteristisch fiir ein Material ist, haben
wie bereits angesprochen die Messparameter selbst einen entscheidenden Einfluss auf die
Oszillation. Um Materialien zuordnen zu koénnen, miissen 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 méglich sein.
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2.3 DNA

2.3.1 Aufbau

Aus chemischer und struktureller Sicht ist DNA (Desoxyribonucleicacid) ist ein leiterfor-
miges, aus den Nukleotidbasen Adenin, Guanin, Thymin und Cytosin aufgebautes Molekiil
(siche Abbildung 2.19). Das Riickgrat besteht aus der iiber den 5’-Kohlenstoff mit Phos-
phatgruppen veresterten 2-Desoxy-D-Ribose. Es ist negativ geladen und von Gegenionen,
wie Protonen oder Natrium, umgeben. Das gesamte Molekiil ist aus zwei komplementéren

Einzelstrangen aufgebaut (Doppelstrang) und hat eine helikale Struktur.

.y ] 3.4 nm
o\ —N N
= —
3 SN Ny 0
— N .
H—NH, H
NN ka

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

DNA kann entweder synthetisch bis zu einer gewissen Lénge hergestellt oder aus Orga-
nismen wie Bakterien extrahiert werden. Kurze synthetische Stringe konnen mittels Fest-
phasensynthese mit gezielter Basensequenz hergestellt werden. Dazu wird iiber das 3’-Ende
das Start-Nukleotid an eine Oberfliche gebunden. Das 5-Ende ist mit einer temporéren
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 iiber ihre freien 3’-Enden zunédchst angebunden

und am 5’-Ende entschiitzt. Ist die Sequenz fertiggestellt, werden die permanenten Schutz-
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grupen (Vermeidung von Nebenreaktionen) von den Nukleobasen entfernt und der Strang
vom Tragermaterial abgespalten.

Die Festphasensynthese wird hiufig aufgrund der guten Ausbeute und geringen Fehlerra-
te gegeniiber der Synthese in Losung bevorzugt. Ein beliebig langer Strang ist allerdings
aufgrund der mit der Sequenzlinge steigenden Fehleranzahl nicht moglich. Langere Dop-
pelstrange konnen aber durch Extraktion aus Organismen gewonnenen werden. Bakterien
wie z. B. FE.coli verfiigen neben dieser genomischen DNA auch iiber plasmidische DNA, die
kiirzer und ringformig ist (siehe Abbildung 2.20). Eine weitere Quelle fiir DNA sind Bakte-
riophagen (bakterienspezifische Viren). Eine Vielzahl dieser Sequenzen sind bekannt und in

offentlichen Datenbanken dokumentiert [35,36].

St

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

A

DNA liegt in der Regel als einzelner Doppelstrang vor, es kommt aber abhingig vom Salzge-
halt und pH-Wert der Losung auch zur Verdrillung eines oder mehrerer dieser Doppelstrange.
Eine Besonderheit stellt hier die sogenannte Superhelix dar (sieche Abbildung 2.20 C), die
eine Verdrillung eines Plasmids beschreibt. Durch Translation oder Replikation kann es zu
einem Verdrehen der Einzelstrange innerhalb des Doppelstranges kommen, was zu einer er-
héhten Spannung und schlieflich zur Verdrillung des Plasmids fiihrt. Diese Tertidrstruktur
ist fiir die Ablaufe in der Zelle wichtig und ebenfalls abhéngig vom Salzgehalt und pH-Wert
der Umgebung [87,88].

Die obigen Erlduterungen beziehen sich auf die in der Natur iiberwiegend vorkommende so-

genannte B-Form der DNA. Der Salzgehalt, pH-Wert der Losung oder auch die Bindung von
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2 Grundlagen

Abb. 2.21: (von links nach rechts) A-, B- und Z-Form der DNA [89].

Proteinen kénnen aber die B-Form in die A- und Z-DNA iiberfiihren (siche Abbildung 2.21).
Die A-DNA entsteht durch Verlust der Hydrathiille in beispielsweise unpolaren Medien. Ih-
re Windungslinge ist etwas grofer als in der B-Form, wahrend 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 rechtsgéngig. Im Gegensatz dazu ist Z-DNA, die bei hohen
Salzkonzentrationen vorkommt, linksgédngig. Ein weiterer Unterschied besteht in der Form
des Riickgrats, 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
Windungslange 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 mogliche Strukturverdnderung zu beriicksichtigen bzw. sind die Reaktions-

und Messbedingungen gegebenenfalls entsprechend anzupassen.
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2.3 DNA

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 flache Molekiile mit aromatischen Systemen, die sich
zwischen die Basen schieben. Dabei entsteht eine m — m-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 a-

Amanitin [90,91].

A H
Br o HiC—1—CH,
N agasy :
{ N—CH
p— | 3
N ?arcosin
O > Q Il_-Prolin
D-Valin
o}
Ethidiumbromid i
Hc H
0]
H,N N7 NH, o o
H CH, CH,

Proflavin

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

Andere Stoffe gehen zwar Bindungen zu den Nukleotiden ein, liegen aber auferhalb 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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2 Grundlagen

Die Interkalation in bzw. Komplexbildung mit DNA hat in der Regel eine Deformation der
helikalen Struktur zur Folge |90]. Die Einlagerung weitet die Windungslénge auf, wihrend

das cis-Pt eine Kriimmung hervorruft [92,93].

Interkalatoren finden in vielen Gebieten Anwendung. Optisch aktive Verbindungen wie Ethi-
diumbromid werden in der Molekularbiologie beispielsweise als Nachweisreagenz fiir doppel-
strangige DNA verwendet [94|. Aufgrund der Anlagerung an oder in DNA kann diese von
Transkriptionsproteinen nur noch fehlerhaft oder unvollstindig gelesen werden. Die fehler-
haft transkribierte DNA-Sequenz fiihrt dann zur Storung des Zellstoffwechsels oder zum
Zelltod. Bedingt durch diese cytotoxische Wirkung dienen viele Interkalatoren in der Mole-
kulargenetik zur Aufkldrung 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 des MAGNUSschen Salzes und ein in der Literatur weithin bekanntes und
hinreichend untersuchtes Antitumormittel in der Krebstherapie [93,95]. Es ist ein quadra-
tisch planarer Platin(IT)-Komplex mit zwei Chloro- und zwei Aminoliganden in cis-Stellung

(sieche Abbildung 2.23). Die physiologische Wirkung beruht dabei auf seiner Bindungsféhig-

keit an DNA-Basen [96,97,98,99,100]. Das trans-Isomer zeigt hingegen keine Wirkung.
A Cl _NH, Cl_ ,NH,;
Pt Pt
cl” 'NH, HN CI
cis-Platin trans-Platin
B

Abb. 2.23: (A) Strukturformeln der Platinkomplexe cis-Pt und trans-Pt. (B) Schema
zur spezifischen Anlagerung von cis-Pt an ein d(pGpG)-Paar.
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2.3 DNA

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)®(siche Abbildung 2.24, A). Im Guanin erfolgt
die Bindung an das N7. Der Abstand der Chloridliganden im Komplex ist entscheidend und
gibt die Position fiir 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
Bindungsspezifitit ist dabei weitestgehend von der Sequenz der benachbarten Basen unab-
hingig [102]. Die Uberbriickung 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 zuriick-

zufiihren ist. In [101] wurde die DNA durch enzymatischen Abbau fragmentiert, iber Chro-

$d(pGpG) entspricht der Sequenz 5-G-G-3’ im Doppelstrang.
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2 Grundlagen

matographie aufgetrennt und mittels Atomabsorptions-Spektroskopie auf den Platin-Gehalt
bzw. mittels "H-NMR strukturell untersucht. Hingegen wurden in [102] die Replikations-
Blockadestellen ausgewertet. Unabhéngig von diesen Untersuchungsmethoden wird insge-
samt die ausgeprigte Bevorzugung des d(pGpG)-Abschnitts im DNA-Strang deutlich.

Die unterschiedlichen Haufigkeit an d(pGpG)-, d(pApG)- und d(pGpA)-cis-Pt-Addukten
wird auf unterschiedliche Reaktionsgeschwindigkeiten zuriickgefiihrt. Die Anlagerung an
d(pGpG) erfolgt dabei am schnellsten und erkldrt diesen hohen Prozentsatz. Die Reakti-
on verlduft 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 (sieche 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 primare Anlagerung an das Adenin wird nicht beobachtet. Damit
erklirt 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 fiihrt 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 zuriickzufiihren [93]. Fiir die gleiche

Sequenz zeigt beispielsweise die Rontgenstrukturanalyse mit 39-55° etwa nur die Halfte
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2.3 DNA

des Wertes der NMR-Studie (78°). Dieses wird durch die Packung im cis-Pt/DNA-Kristall
begriindet. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass cis-Pt insgesamt eine Deformation der
DNA in unmittelbarer Nahe des Komplexes verursacht.

Hingegen wird die Bindung von Metallionen (z. B. K™ oder Mg?") an die Phosphatgruppen
der DNA nur unwesentlich durch cis-Pt beeinflusst [104]. Damit ist die gebriuchliche Im-
mobilisierung von DNA mittels Magnesiumionen ebenfalls mit cis-Pt/DNA-Addukten, wie

sie in dieser Arbeit durchgefithrt wurde, moglich.

2.3.3 Nanodrahte mit DNA als Templat

Die Verwendung von DNA als molekularer elektrischer Leiter wurde bereits vielfach disku-
tiert [105,106,107,108,109,110,111,112,113,111]. 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 abschlieffend geklirt. Sicher ist, dass die Leitfihigkeit
unter anderem von den Umgebungsbedingungen abhéngt [107]. Der Elektronentransport
entlang des Basenstapels in B-DNA wurde verifiziert [115,116,117,118]. Neben dieser in der
Natur iiblicherweise vorkommenden Form wird Metallionen-haltige -sogenannte M-DNA-
untersucht [119,120]. Diese enthélt zwischen den Basenpaaren Metallionen, die eine quasi
eindimenionale Kette bilden. Diese Stringe weisen gegeniiber B-DNA eine deutlich héhere
Leitfahigkeit auf [121,122].

Elektronische Leitfahigkeit 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 Dridhte haben allerdings Durchmesser jenseits von 100 nm,
was die Anwendungen in der zukiinftigen Nanoelektronik mit Strukturbreiten kleiner 10 nm
zunachst ausschlieftt. Zudem sind die Dréhte, bedingt durch die nur unzureichend spezifische
Reduktion und Metallabscheidung, strukturell nicht homogen aufgebaut. Damit lassen sich
entsprechend kleine Objekte nicht prézise kontaktieren. Durch Verfeinerung oder Modifikati-

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.

41



2 Grundlagen

Zudem konnte die anfangs stérende unspezifische Metallabscheidung abseits der DNA auf
den dabei verwendeten Substraten minimiert werden |130].

Die Reduktion von Metallsalz-Losungen an DNA produziert trotz fortschreitender Optimie-
rungen eine breit gestreute Grofenverteilung der entstehenden Partikel. Nur vollkommen
mit Metall dekorierte DNA-Stringe, welche dann Durchmesser mehrerer 10 nm haben, zei-
gen auch elektronische Leitung; metallisierte DNA-Stringe mit kleineren Metallinseln zeigen
kleine Liicken, was zur Storung des Ladungstransportes fiihrt. Eine gleichméfige Umman-

telung mittels der genannten Verfahren konnte bislang nicht erreicht werden.

2.3.4 DNA als Templat fiir die Elektronik

Ausgehend von einzelnen DNA-Molekiilen, die als Vorlage fiir Nanodréhte dienen, entstan-
den weiterfiihrende Konzepte, die iiber die Darstellung von Nanodrdhten 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 Einzelstringe aufeinander. Es sind
immer nur Abschnitte zweier Stringe komplementir, damit mehrere Stringe miteinander
verkniipft werden konnen. Diese Vorgehensweise wurde benutzt, um DNA-Strukturen zu
erstellen, die dann als strukturierende Template fiir die gezielte Protein- und Nanopartikel-
positionierung [27,139,110,111] bzw. Metallisierung [112] dienen.

Durch den Einsatz sequenzspezifischer Proteine konnten, nachdem die ortsgebundene Me-
tallisierung gezeigt wurde [113], bereits erste Feld-Effekt-Transistoren aus Kohlenstoff-Nano-
rohren mit DNA als Templat hergestellt werden [114].

DNA zeigt somit grofses Potential als Struktur vorgebendes Molekiil, um Schaltelemente zu
positionieren, adressieren und kontaktieren, und das iiber einen variablen Langenskalenbe-

reich [28,145,134,146].
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3.1 Metallisierung von DNA

Eine Metallisierung von DNA sollte durch Reduktion einer Metallsalzlosung durchgefiihrt
werden (sieche Abbildung 3.1).

l+Me'. Reduktion

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

Die DNA wurde zunichst mit einem Metallsalz bzw. Metallkomplex funktionalisiert. Die
Metallionen tauschen die Gegenionen am Riickgrat 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-Lésung gebildet werden soll-
ten. Die Verwendung dieser Zentren sollte die unspezifische Bildung von Partikeln auf dem
Substrat verhindern bzw. minimieren. Um die Spezifitit weiter zu erhohen, wurde im Ge-
gensatz zu den in [71] vorgestellten Arbeiten kein Ionenaustausch mit Silber vorgenommen,

sondern ¢is-Pt verwendet (zur spezifischen 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 (sieche Abbildung 3.2) durchgefiihrt werden. DNA-Netzwerke
[132,147,118] sind insofern interessant, da sie als Grundstruktur fiir elektronische Schaltun-
gen dienen kénnten. Die Metallisierung der DNA kontaktiert quasi in-situ die Streptavidin-
Knoten, die als tetravalente Bindungseinheit beispielsweise fiir die Anlagerung weiterer bio-

tinylierter Nanopartikel fungieren konnten (siehe Abbildung 3.2).

A Streptavidin SO
¥ —
e ”’mmmmmm]m“ o
%\’m‘m’m“
Biotin  DNA
B
Elektrode

sa (& Reduktlon ] B|ot|nyller1e
Nanopartikel

Abb. 3.2: Aufbau (A) und Metallisierung (B) eines Netzwerkes aus biotinylierter DNA
und Streptawdln. In (B) sind zusétzlich 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 iiber einen zwei-

stufigen Syntheseweg (sieche Abbildung 3.3).

thithiale
S
NL f@ |

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

Im ersten Schritt wurde cis-Pt (siche Kapitel 2.3.2) an die DNA gebunden. Fiir die vorlie-
genden Experimente wurde Plasmid-DNA (pBR322) ausgewihlt. Die Auswahlkriterien fiir
diese DNA-Striange waren einerseits die leichte Verfiigharkeit und andererseits eine fiir die
Rasterkraftmikroskopie leicht abbildbare Lange. Das Plasmid ist ringférmig und mit einer
Stranglange von 1.5 pm deutlich von moglicherweise entstehenden Verunreinigungen oder
Fragmenten zu unterscheiden. Der Durchmesser betrigt dabei fiir doppelstriangige DNA
2nm und lédsst sich mittels AFM gut abbilden, erscheint aber durch die im tapping mode
wirkenden Krifte etwas kleiner [119].

In der in Abbildung 3.3 dargestellten Synthese bindet das cis-Pt unter Austausch der
Chloridliganden (Mechanismus siehe Kapitel 2.3.2) zunéchst an die DNA. Im zweiten Schritt
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wurde die Nanopartikellosung hinzu gegeben. Diese Partikel (d=4nm) waren mit Cyste-
amin funktionalisiert, wobei die Bindung zum Gold geméf der hier aufgestellten Arbeits-
hypothese iiber den Schwefel erfolgte. Uber die verbleibende freie Amino-Funktion erfolgte
der Ligandenaustausch am cis-Pt [150]. Die Triebkraft ist hierbei einerseits der Uberschuss
an Nanopartikeln und andererseits die durch den mehrzéhnigen Liganden héherer Komplex-
bildungskonstante. Eine eingehendere Untersuchung dieser Prozesse ist Gegenstand einer
laufenden Dissertation [151]. Aufgrund der iiber 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 Bindungsverhéltnisse 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 durchgefiihrt [71,152].

Im Rahmen einer Kooperation mit Prof. Dr.C. NIEMEYER, Universitidt Dortmund, wur-
de die Synthese zweidimensionaler mittels DNA immobilisierter und zusétzlich vernetzter
Gold-Nanopartikel von Dipl.-Chem. B. CEYHAN durchgefiihrt und soll kurz erlautert wer-
den [153,151] (sieche Abbildung 3.4).

A B

6
- > s D -Au, !3-. D,-Au, -

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 iiber
den Immobilisierungs- und Querlinker.

Die verwendeten 15 nm Gold-Nanopartikel wurden zunéchst mit zwei nicht komplementéren
DNA-Einzelstrangen 1 und 2 bzw. 1 und 3 funktionalisiert (Dy-Auy und De-Aug). Die
Gold-Oberflache wurde mit 4 funktionalisiert. Durch Zugabe von Linker 5, der komplemen-
tar zu 1 und 4 ist, konnten die Partikel immobilisiert werden (Linker 5 wird im Folgenden
als Immobilisierungslinker (IL) bezeichnet). Der zweite Linker 6, der komplementéar 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 [30,58,71,155,156,157] erfolgen und dient zur Untersuchung
von Kopplungsphdnomenen [31,59,60,158|. Da die Plasmonenresonanz der verwendeten Gold-
Nanopartikel im sichtbaren Spektralbereich des Lichts liegt [29], ldsst sich die Aggregation
mittels die UV /Vis-Spektroskopie beobachten. Hier wurde die Vernetzung iiber den in Ab-
schnitt 3.2 vorgestellten Platin-Komplex durchgefiihrt, um den postulierten Ligandenaus-

tausch zu untersuchen.

NH, NH
HN L NH, HNG L NH
HN— —NH, - o H,N— —NH
T NH
HNY T NH N HNG L Npr_ BN L H:
NH, NH, CF NR, o NS@n s/ ~— N4 )
>
HN L NH NH. HN— —NA ‘Pt\tiJH
H.N NH
H.N— —NH, PN L NH, HN? T ONH N
x = ' NH H.N— —NH
un? 1 SNH,HN NH, ).y
NH in? SPNNH HNT 7] “NH
- NH NH

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

Die Vernetzung wurde durch Zugabe von cis-Pt zu einer Losung 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 iiber das Platin entsteht.

Diese Nanopartikel-Netzwerke wurden mittels Transmissionselektronenmikroskopie und

UV /Vis-Spektroskopie charakterisiert.
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4 Experimenteller Teil

4.1 Praparation der Substrate und verwendete Gerite

4.1.1 Goldsubstrate

Auf eine frisch gespaltene Glimmer-Oberfliche wurde ein Goldfilm von etwa 30 nm Dicke
durch Sputtern abgeschieden. Auf diesen wurden Glas-Substrate mit Epoxidharz geklebt
und nach dem Aushérten die goldbeschichteten Glas-Substrate von der Glimmer-Oberflache
abgespalten.

4.1.2 Glas und Silizium

Die eingesetzten Glaskolben und Becherglidser wurden mit einer 2 %igen, wissrigen Hell-
manex-Losung fiir eine halbe Stunde im Ultraschallbad gereinigt. Die Glasgerite wurden
4-5mal mit Wasser® gespiilt. Fiir Nanopartikel-Synthesen wurden sie und die benétigten
Riihrkerne zudem 15 Minuten mit Kénigswasser gereinigt. Nach griindlichem Ausspiilen (5 -
6 mal) mit Wasser trockneten die gereinigten Glasgerite, bzw. Riithrkerne bei 50-70°C im
Trockenschrank.

Die mit Aceton und Wasser im Ultraschallbad vorgereinigten Substrate wurden 20 Minuten
in einem 1:1:3-Gemisch aus 30 %iger wassriger NH;-Losung, 30 %iger wissriger H,Oo-Losung
und Wasser in einem Becherglas in der Siedehitze gehalten. Kleine Substratstiicke wurden
einzeln in Schnappdeckelgldsschen gereinigt. Nach dem Abkiihlen wurde mit ausreichend

Wasser gespiilt.

*Hier und im Folgenden wird, sofern nicht anders vermerkt, reinst. Wasser mit einem Leitwert von
0.055 pS-cm~2 verwendet.
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4 Experimenteller Teil

Die Substrate wurden einzeln im Stickstoffstrom getrocknet und bis zur Verwendung staub-

frei gelagert.

4.2 Aufbereitung der DNA

Die Plasmid-DNA (pBR332) wurde in H,O geldst und entweder direkt verwendet oder bei
-20°C gelagert. Nach dem Auftauen wurde die DNA-Losung 2min im Wasserbad (80°C)

erwiarmt 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 Tetrachlorgoldsdure mit Natriumcitrat
in wiéssriger Losung hergestellt [159,160].

Fiir die Reduktion wurden 100 mg Tetrachlorgoldsdure Trihydrat (HAuCl,-3 H,O) geldst in
10 mL Wasser, 25 mg Trinatriumcitrat Dihydrat (HOC(CO,Na)(CH,CO,Na),-2H,0) gelost
in 25 mL. Wasser, in 500 mL siedendes Wasser gegeben und unter starkem Riihren in der
Siedehitze gehalten. Die Losung fiarbte sich nach wenigen Minuten zunéchst blau-schwarz,
spater tiefrot. Sobald keine weitere Farbdnderung mehr zu beobachten war, wurde weitere
10 min geriihrt. Danach kiihlte die Losung langsam auf Raumtemperatur ab.

Die Konzentration der Nanopartikellosung wurde mittels UV /Vis-Spektroskopie (Extink-
tion bei 518 nm (+2nm), Extinktionskoeffizient € ~5-108 M-tem™! (siche Kapitel 4.4)) zu
0.62nmol-L' bestimmt. AFM-Aufnahmen zeigen als Durchmesser der Gold-Nanopartikel
Werte von 20-30nm und Héhen von 12-17nm. Durch den Abbildungsfehler und das Auf-
16sungsvermogen der AFM-Messspitzen kann der Durchmesser aus der Breite nicht prézise
ermittelt werden (siehe Kapitel 2.2.1.2). Daher wird die Héhe von ~15nm aus den AFM-

bzw. TEM-Aufnahmen (siche Abbildung 4.1) als Durchmesser fiir die Partikel angenommen.
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4.3 Herstellung der eingesetzten Gold-Nanopartikel

100nm

Durchmesser /nm

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

4.3.2 Cysteamin-funktionalisierte Gold-Nanopartikel

Die Cysteamin-funktionalisierten Gold-Nanopartikel wurden durch Reduktion von Tetra-
chlorgoldsdure mit Natriumborhydrid in wéssriger Losung hergestellt.

21.2mg Tetrachlorgoldsédure Trihydrat wurden in 4 mL. Wasser und 0.008 mg Cysteamin
(HSCyH4NH,) in 2mI Wasser gelost und in 200 mL. Wasser gegeben. Unter starkem Riih-
ren wurde diese Losung mit einer Losung aus 15.12 mg Natriumborhydrid (NaBHy) in 4 mL
Wasser versetzt und weitere 30 min bei Raumtemperatur geriihrt. Die Lésung nahm zu-
néchst eine dunkelblaue und spéter tiefrote Farbe an.

Zum Schutz der Partikellosung wurde die Synthese in braunen Glasgefiften durchgefiihrt,

in denen sie auch im Kiihlschrank gelagert wurden.

1 2 3 4 5 6 7 [
Durchmesser /nm

Abb. 4.2: TEM-Aufnahme Cysteamin-funktionalisierter Gold-Nanopartikel.
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4 Experimenteller Teil

Die Konzentration der Partikellosung wurde mittels UV /Vis-Spektroskopie (Extinktion bei
509 nm (£2 nm), Extinktionskoeffizient e =~ 1-10" M-lem™!) zu 0.065 nmol-L-! bestimmt. AFM-
Aufnahmen zeigen korrespondierend zu den Durchmessern in TEM-Aufnahmen Héhen von

4-5nm.

IR- und Raman-Messung Fiir die IR- und Raman-Messungen wurden die reinen Cyste-
amin-funktionalisierten Gold-Nanopartikel in der fiir die Praparationen in Kapitel 4.6 (Seite
56) verwendeten Konzentration sowie eine zweite Losung mit 1.5 pL cis-Pt-Losung (auf 1 mL
Partikel-Losung) gemessen. Die IR-Messung erfolgte in einer Standard-UV /Vis-Kiivette

(Quarz, I = 1cm), die Raman-Messung im Quarzrohrchen (d = 0.5cm).

4.4 Berechnung der Extinktionskoeffizienten

Der Extinktionskoeffizient € ldsst sich - wie in [58] fiir §nm und 31nm grofse Partikel be-
schrieben - aus der Anzahl der im Partikel enthaltenen Goldatome, der Dichte von Gold und
aus den Charakterisierungsdaten (TEM, AFM) abschétzen. Die optischen Eigenschaften wie
beispielsweise die Plasmonenresonanz oder Streueffekte werden nicht beriicksichtigt. Bei der
Berechnung fiir ein 15nm grofses, ideal sphérisches Partikel ergibt sich nach Gleichung 4.1
eine Atomzahl n = 104 000.

3
drr - T partikel * PGold * NA

NAtome/Partikel = 3. M(Au) (41)
Natome, Partiker - Anzahl Atome pro Partikel
T Partikel : Radius Partikel
PGold : Dichte Gold (19.32g-cm ™3 [161])
Ny : Avogadrozahl
M(Au) : Molare Masse Gold (196.966 g-mol ™)

Fiir die Extinktion pro Atom werden unterschiedliche Werte von 3900 M-t-cm™! [162] bzw.
4000 M-t-cm [163] angegeben oder aus Literaturdaten berechnet (4736 M-'-cm™! fiir 8nm
Partikel bzw. 5101 M-!-cm™ fiir 31 nm Partikel [58]). Die Extinktionskoeffizienten 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 grafisch dargestellt.
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4.4 Berechnung der Extinktionskoeffizienten

Tab. 4.1: Extinktionskoeffizienten € und Atome pro Partikel N ssome/partiker fir ver-

Extinktionskoeffizient /M *cm’™”

Abb. 4.3:

schiedene Partikeldurchmesser dpg, tikel-

dPartikel /nm NAtome/Pm‘tikel 5/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 3.9-107

T T T T T T T T T T T
= nach MIRKIN et al., 1998 (8nm Partikel) i
= nach MIRKIN et al., 1998 (31nm Partikel) -w
"+ nach EL-SAYED et al. 1999 (20nm Partikel) e
[ v nach HENGLEIN et al,, 1992 (18nm Partikel) .-~
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Auftragung des Extinktionskoeffizienten gegen den Partikeldurchmesser. Im

Inset ist der Bereich fiir Partikeldurchmesser um 15nm vergrofert darge-
stellt. Die gestrichelte Kurve ist aus den Mittelwerten der Literaturwerte
berechnet.

Partikelgroflen beriicksichtigt werden miissen.

Abbildung 4.3 zeigt die aus verschiedenen Literaturwerten berechneten Extinktionskoeffi-
zienten fiir verschiedene Partikelgrofen, wobei die gestrichelte Kurve die Mittelwerte dar-
stellt. Soll ¢ fiir Partikel mit einer gewissen Grofsenverteilung berechnet werden, kénnen

diese Werte nur zur Abschitzung dienen, da in diesem Fall die Extinktionskoeffizienten aller




4 Experimenteller Teil

4.5 Metallisierung durch Reduktion einer

Metallsalzlosung

4.5.1 Metallisierung nach der Immunogold-Silver-Staining-Methode

und Braun etal.
4.5.1.1 Priparation der DNA-Netzwerke

Die verwendeten Netzwerke aus biotinylierter DNA (169 bp) und Streptavidin wurden in
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. C. NIEMEYER préapariert [117].

Es wurden je 1pL (1.0-10'mol) DNA-Netzwerk-Losung mit 2pL (0.5-107mol) Magnesi-
umchlorid vermischt und 1min auf einem frisch gespaltenen Glimmer-Substrat inkubiert.
Der Tropfen wurde mit etwa 50 mL. Wasser abgespiilt und das Substrat im leichten Stick-

stoffstrom getrocknet.

4.5.1.2 Prdparation von Multi-DNA-Netzwerken

Fiir die Herstellung von DNA-Netzwerken, die aus mehreren umeinander gewickelten DNA-
Strangen bestehen, wurden 8 pL einer einseitig thiolfunktionalisierten doppelstriangigen DNA
(264 bp, 0.22-10'2mol/pL) mit 2 pL (0.5-107 mol) Magnesiumchlorid vermischt und auf ein
frisch gespaltenes Glimmer-Substrat aufgetropft. Nach 1 min wurde der Tropfen mit Wasser

abgespiilt und das Substrat mit Stickstoff getrocknet.

4.5.1.3 Metallisierung

Die Losungen wurden nach BRAUN etal. bzw. der Immunogold-Silver-Staining-Methode

[109,164,165] angesetzt und die Metallisierung durchgefiihrt.

Lésung 1 (lonenaustausch) Der lonenaustausch erfolgte durch Auftropfen von 10 pL ei-
ner 0.01 M AgNO;-Losung (NH4,OH, pH = 10.5). Nach 1-2min Inkubation wurde das Sub-

strat mit etwa 30 pL Wasser gewaschen und im Stickstoffstrom getrocknet.
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4.5 Metallisierung durch Reduktion einer Metallsalzlésung

Lésung 2 (Reduktion) Die Silberionen an der DNA wurden dann durch Auftropfen von
10 pL. 5 mM Hydrochinon-Lésung (1,4-Dihydroxybenzol, NH,OH, pH = 10.5) reduziert. Nach
1-2min wurde das Substrat ebenfalls mit etwa 30 pl. Wasser gewaschen und im Stickstoff-

strom getrocknet.

Losung 3a und 3b (Entwickler) Fiir Losung 3a wurden 2.55 ¢ Citronensiure Monohy-
drat, 2.35 g Trinatriumcitrat Dihydrat und 0.85 g 1,4-Dihydroxybenzol in 85 mL destilliertem
Wasser und fiir Losung 3b 0.11 g Silberlactat in 15 mL destilliertem Wasser im Dunkeln ge-
16st.

Zur abschlieftenden Entwicklung der Silberatome an der DNA wurden direkt vor Gebrauch
1.7mL Losung 3a mit 0.3 mL Losung 3b unter Lichtausschluss vermischt, auf das Substrat

getropft, nach etwa 5min mit Wasser gewaschen und im Stickstoffstrom getrocknet.

4.5.2 Metallisierung unter modifizierten Bedingungen
4.5.2.1 Praparation der DNA

Prdaparation der DNA-Netzwerke Auf ein Substrat mit DNA-Netzwerken aus Kapitel
4.5.1.1 wurde ein Tropfen aus 3 pL. Citrat-Puffer (Losung 3a) und 3 pL (1.2-109 mol) cis-Pt-
Losung (cis-Pt(NH;),Cly, in 50 mM HCI) gegeben, nach etwa 3 min mit etwa 50 mL Wasser
abgespiilt und im leichten Stickstoffstrom getrocknet.

Aufbereitung der Plasmide 2pL (7.7-10"'"mol) Plasmid (pBR322) wurden mit geséttig-
ter cis-Pt-Losung (cis-Pt(NH;),Cly, in 100 mM HCI) mit 6 pL. Citrat-Puffer (Losung 3a)
vermischt und 24 h bei 4°C gelagert. 5nl dieser Losung wurden mit 1pl (1.0-107mol)
Magnesiumchlorid auf den frisch gespaltenen Glimmer aufgetragen, nach 3 min mit Wasser

abgespiilt und im Stickstoffstrom getrocknet.

4.5.2.2 Metallisierung

Reduktion von Silberlactat mit Licht 5uL einer frisch im Dunkeln angesetzten 50 mM

Silberlactat-Losung wurden auf das Substrat mit der DNA gegeben und 2 min belichtet.
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4 Experimenteller Teil

Reduktion von Tetrachlorgoldsdure mit Ascorbinsdure 5pL einer 3.7mM Tetrachlor-
goldsaure-Losung wurde auf das Substrat gegeben und mit weiteren 2pl einer 100 mM
Ascorbinsdure-Losung reduziert.

Die Reaktionen wurde durch Abspiilen des iiberstehenden Tropfens mit Wasser gestoppt

und das Substrat im Stickstoffstrom getrocknet.

4.6 Praparation der 1D-Strukturen

Bei der in-situ-Priparation wurden die Strukturen aus DNA und Partikeln zunéchst in
Losung erzeugt und dann auf dem jeweiligen Substrat abgeschieden, wiahrend bei der ez-
situ-Praparation die DNA erst auf dem Substrat abgeschieden und durch spéitere Zugabe

der Partikel in das entsprechende System iiberfiihrt wurden.

4.6.1 In-situ Praparation

Es wurden je 2pL (7.7-10""mol) Plasmid (pBR322) und gesittigte cis-Pt-Losung (cis-
Pt(NH;),Cl,, in 100mM HCI1) mit 16 uL Citrat-Puffer (2.55g Citronensdure Monohydrat,
2.35 g Trinatriumcitrat Dihydrat in 85 ml Wasser gelost) vermischt und 24 h bei 4°C ge-
lagert (Losung A) um sicherzustellen, dass sich geniigend cis-Pt an die DNA anlagerte.
5 pL Losung (0.065 nmol-L!) der Cysteamin-funktionalisierten Gold-Nanopartikel gab man
zu Losung A und inkubierte weitere 24h bei 4°C (Lésung B). Nachdem 5pL Losung B
mit 1pL (1.0-10"mol) Magnesiumchlorid vermischt wurden, wurde diese Losung auf das

Substrat gegeben, nach 3 min mit Wasser gespiilt und im Stickstoffstrom getrocknet.

4.6.2 Ex-situ Praparation

5pL Losung A wurden mit 1 pL (1.0-10"mol) Magnesiumchlorid vereinigt, auf das Substrat
gegeben, nach 3 min mit Wasser abgespiilt und im Stickstoffstrom getrocknet. Dann wurde
ein Tropfen (5uL) der Nanopartikel-Losung auf das Substrat gegeben und 12 h in wasserge-
sittigter Luft bei 4°C inkubiert. Anschliefend wurde das Substrat erneut mit Wasser gespiilt

und im Stickstoffstrom getrocknet.
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4.7 Praparation der 3D-Strukturen

4.7 Praparation der 3D-Strukturen

4.7.1 Konzentrationsabhangige Vernetzung

Fiir die konzentrationsabhidngige Vernetzung wurde eine Konzentrationsreihe wie in Ta-
belle 4.2 hergestellt. Die Menge an kaltgesittigter cis-Pt-Losung wurde vorgelegt und die
Nanopartikel-Losung zugegeben. Die Losungen wurden in einer Quarzkiivette (L —1cm)
mit dem Losungsmittel (Wasser) als Referenz UV /Vis-spektroskopisch untersucht (Integra-

tionszeit t; =12 ms).

Tab. 4.2: Konzentrationsreihe zur Vernetzung von Gold-Nanopartikeln mit cis-Pt.

Vpartiker /ML | Voo py /1L
0.5

0.875
1.25

1.625
2.0

—_ =

4.7.2 Zeitlicher Verlauf der Vernetzung

Um die Vernetzung zeitlich verfolgen zu konnen, wurden 1L cis-Pt-Lésung in einer Quarz-
kiivette (L =1cm) vorgelegt und 1 mL Nanopartikel-Losung hinzu gegeben. Mit der Zuga-
be der Partikel wurde die UV /Vis-Messung begonnen (Referenz Wasser, Integrationszeit
t; =12ms). Die Spektren wurden 1 min lang in Abstédnden von 2s, danach fiir den Rest der

Messung in Abstinden von 5s aufgenommen.

4.8 Vorbereitung und Lagerung der Proben

4.8.1 AFM

Die Substrate trockneten mindestens 1h nach der Praparation in einem Exsikkator bei
Nomaldruck iiber Blaugel. Die AFM-Messungen wurden bei Raumtemperatur und einer

Luftfeuchtigkeit zwischen 30 — 50 %rF durchgefiihrt.
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4.8.2 REM
4.8.2.1 Untersuchung im LEO Supra 55VP und 35VP

Die Proben wurden fiir die Untersuchungen im REM (Supra 55VP ) nicht beschichtet. Wih-
rend der Messung wurden die Substrate {iber ein Peltier-Element auf - 30°C gekiihlt (nicht
im STEM-Modus). Die iiber den Variable Pressure Mode eingestellten Driicke (10-50Pa)
wurden in den jeweiligen gezeigten Bildern vermerkt.

Die im Transmissionsmodus (STEM) der Gerite untersuchten Proben wurden wie in Ab-

schnitt 4.8.3 vorbereitet.

4.8.2.2 Untersuchung im Hitachi 5200

Fiir die Messungen im Hitachi 5200 stand zusétzlich ein Cryo-System zur Verfiigung. Die
Proben wurden zunéchst in fliissigem Stickstoff eingefroren und unter Cryo-Bedingungen
mit Platin bedampft. Um den Kontrast bei extrem flachen Proben wie DNA auf Silizium zu
erhohen, wurde eine Schattenbedampfung durchgefiihrt (sieche Abbildung 4.4). Dazu wurde
die Probe im 45°-Winkel mit etwa 1-2nm Platin mittels Elektronenstrahlverdampfer be-
schichtet. Der eingestellte Winkel fiihrte zu einer Anhaufung 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°C im Hochvakuum durchgefiihrt.

Bedampfung
Pt

Substrat

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

4.8.3 TEM

Die TEM-Netze (Kohlenstoff bedampfte Kupfernetze) wurden kurz in die jeweilige Proben-
16sung eingetaucht und auf einem Filterpapier getrocknet. Die Lagerung bis zur Messung

erfolgte im Exsikkator.

4.9 Praparation der 2D-Strukturen

Die Substrate mit zweidimensionalen Partikel-Aggregaten wurden in der Arbeitsgruppe von

Prof. Dr. C. NIEMEYER von B. CEYHAN hergestellt [153,151].

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 1h nach der Priaparation in einem Exsikkator bei Nomaldruck iiber Blaugel.
Die AFM-Messungen wurden bei Raumtemperatur und einer Luftfeuchtigkeit zwischen 30 -

50 %rF durchgefiihrt.

4.10.2 Mikroskopie und UV /Vis-Spektroskopie

Zur UV /Vis-spektroskopischen Untersuchung wurden mehrere geeignete Probenstellen im
Lichtmikroskop ausgewéhlt und in Reflektion/Hellfeld und Reflektion /Dunkelfeld bei einer
50 fachen Vergrokerung spektroskopiert (Integrationszeit ¢; = 200 ms). 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 Gro-
ke des Messflecks betrug etwa 60 pm - 40 pm = 2400 pm? (siehe Abbildung 4.6). Zum Ver-
gleich mit den mittels AFM untersuchten Messfeldern, ist in Abbildung 4.6 zusétzlich ein
10 pm - 10 pm = 100 pm? grokes AFM-Bild eingefiigt.
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Abb. 4.5: Messaufbau zur Auflicht Hellfeld-Mikroskopie und UV /Vis-Spektroskopie
(Links). Strahlengang fiir die Dunkelfeld-Mikroskopie (Rechts). [166]

Abb. 4.6: Lichtmikroskopische Aufnahme einer Gold-Oberfliche mit DNA-immobi-
lisierten Nanopartikeln. Der umrandete Bereich kennzeichnet die fiir die
UV /Vis-Spektroskopie relevante Flache. Zum Vergleich mit den AFM-
Aufnahmen ist ein 10 - 10 pm? grokes AFM-Bild mafistabsgetreu eingefiigt.

Die an neun verschiedenen Stellen pro Probe aufgenommenen Reflektionsspektren wurden
zunédchst mit Hilfe eines bei gleichen Bedingungen erstellten Referenz-Reflektionsspektrums
an einer unbehandelten Gold-Oberfliche geméf Gleichung 4.2 in Extinktionsspektren umge-
rechnet. Bei verschiedenen Probenchargen wurde jeweils ein Goldsubstrat der Herstellungs-
reihe als Referenz verwendet. Fiir die weitere Auswertung wurden die aus allen Spektren

einer Probe gemittelten Extinktionspektren verwendet.
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4.10 Vorbereitung und Lagerung der Proben

[Probe <)\>

N = _jgProbel”)
xtSchzcht(A) lg [Referenz(A)

(4.2)

Extsehicht(N) @ Extinktion der Partikelschicht

A : Wellenlénge

Iprope(N) : Reflektionsspektrum der Probe
IReferenz(A) @ Reflektionsspektrum der Referenz

4.10.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der AFM-Bilder erfolgte durch manuelles und Software-unter-
stiitztes Auszihlen der Partikel und deren Zuordnungen zu Aggregaten.

Beim manuellen Auszéhlen 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 Aggregatgrofe 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 ausgezihlte Fliche in Partikeldichten {iber-
fiihrt.

Die zeitaufwéndige und naturgeméf subjektive Auszahlung per Hand konnte auch software-
gestiitzt! durchgefiihrt werden. Die Erkennung runder Partikel erfolgte dabei durch Wahl
eines Farbwertes als Grenzwert fiir den Durchmesser. Erkannte Partikel wurden in einem
ersten Durchgang durch einen Kreis markiert. Durch manuelle Korrektur konnten nicht er-
kannte Partikel der Auswahl hinzugefiigt werden. Im zweiten Durchlauf wurden die Partikel
durch Vorgabe eines Abstandsparameters Aggregaten zugeordnet.

Die Auszéhlung nach beiden Methoden lieferte somit eine Partikeldichte (Anzahl der Parti-
kel pro Quadratmikrometer), Aggregatdichte (Anzahl Aggregate pro Quadratmikrometer)
und Aggregatgrofenverteilung (Anzahl Aggregate mit verschiedenen Partikelanzahlen). Die
Ergebnisse sind in Tabelle 5.1 (Seite 95) aufgelistet.

tDie Software wurde von Dr.D.Sanders in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.U. Simon,
RWTH Aachen, entwickelt; siche 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 zunéchst nach BRAUN et al. bzw. nach der Immunogold-Silver-
Staining-Methode (IGSS) [100,161,165]. Zusédtzlich wurden hierauf basierend die Protokolle
hinsichtlich der Finbringung der Metallzentren und Reduktionsmittel modifiziert.

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 (siche Abbildung 5.1).

~ ¢
anm I 1anm{"
1

2.80m gnm

anm Onm -
“\_

"500nm : 100nm
— ]

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 ringférmigen Strukturen assoziierte DNA, die iiber
Streptavidin verbunden war. Das Streptavidin ist dabei durch seinen groferen Durchmesser
(5nm [132]) von der DNA (2nm [167]) zu unterscheiden, wobei die aus den AFM-Aufnahmen
bestimmten Durchmesser von 0.6nm fiir DNA und 1.1nm fiir Streptavidin aufgrund der
Kompression im tapping-mode kleiner sind als die aus Strukturuntersuchung stammenden
Daten [132,167]. Die Absténde von etwa 50 nm zwischen zwei Streptavidin-Einheiten (Kno-
ten) entsprechen der Linge der DNA.

Wurde die DNA in hoherer Konzentration eingesetzt, liefen sich Netzwerke aus mehreren,
vermutlich verdrillten DNA-Stréingen beobachten (siche Abbildung 5.1 B). Der Durchmes-
ser betrdgt mit 2.5nm etwa ein Vierfaches der aus Abbildung 5.1 A ermittelten 0.6 nm.
Demzufolge sollten die Strukturen aus vier Doppelstrangen aufgebaut sein. WU et al. be-
richteten iiber Netzwerke aus Plasmiden, die aus mehreren Doppelstringen zusammenge-
setzt waren [108]. Die Anzahl der verdrillten Stringe lisst sich aber aus dem Vielfachen des
Durchmessers eines einzelnen Doppelstranges bestimmen.
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Abb. 5.2: Metallisierte Netzwerke aus biotinylierter DNA und Streptavidin. (A) Nach
Ionenaustausch mit Losung 1, (B) nach Reduktion mit Losung 2, (C) nach
Reduktion mit Losung 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 Tonenaustausch keine signifikanten Veréinderungen hinsichtlich ihrer Grofe, wihrend
hingegen in B nach der Reduktion grofere globuldre Strukturen zu erkennen sind. Deren
Durchmesser ist mit 20 - 50 nm wesentlich grofer 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 Grofen gegebenenfalls durch Reduktion gebildet
wurden, wurde nach der Reduktion das Substrat nicht mit Wasser abgespiilt. Neben den
bereits beobachteten groferen Strukturen ist eine gleichméfige Bedeckung der Oberflache
mit kleinen Partikeln zu erkennen (Abbildung 5.2 C). Diese Bedeckung wurde also durch
das Spiilen mit Wasser entfernt und kann somit auf unspezifisch adsorbierte Silberpartikel
zuriickgefiihrt werden. Die groferen Strukturen verblieben hingegen auf dem Substrat, und
wiesen anscheinend eine Bindung zur Oberflache auf. Hierbei kénnte es sich um metallisierte
DNA /Streptavidin-Strukturen gehandelt haben, die linearen bzw. ringférmigen Netzwerke
blieben allerdings nicht erhalten. Die kleinen Partikel in C' besitzen einen konstanten Durch-
messer, was bedeutet, dass durch die Reduktion eine gleichmébige Partikelgrofe gebildet
worden ist. Die grofteren Partikel zeigen hingegen eine deutliche Varianz, was dadurch er-
klart werden konnte, dass diese aus metallisierten DNA /Streptavidin-Netzwerkfragmenten
unterschiedlicher Linge gebildet worden sind. Die DNA /Streptavidin-Fragmente wirkten
hier offenbar als Templat, wobei die Fragmentgréfe die Groke der Silberpartikel steuerte.
Die abgebildeten Strukturen zeigen die Ergebnisse nach der ersten Reduktion. Der folgen-
de Entwicklungsschritt erzeugte wesentlich gréflere Strukturen, die sich mittels AFM nicht
abbilden liefen.

Ebenso wie bei den DNA /Streptavidin-Netzwerken wurden die Netzwerke aus hoch kon-
zentrierter DNA mit Silbernitrat behandelt und die Silberionen reduziert (sieche Abbildung
5.3).
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Abb. 5.3: Netzwerke aus hoch konzentrierter DNA nach Ionenaustausch und Reduk-
tion.
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5.1 Metallisierung von DNA und DNA-Netzwerken

Die hoch vernetzte Struktur aus Abbildung 5.1 B ist weitestgehend zerstért worden und nur
einzelne Strange verblieben neben gréferen Objekten auf dem Substrat. lonenaustausch und
Reduktion fiihrten hier scheinbar zur Auflésung der assoziierten DNA-Strange. Die grofse-
ren Strukturen konnten Silberpartikel sein, die analog zu den DNA /Streptavidin-Netzwerken
mit DNA-Strangen 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 Nanodridhten nach
BRAUN etal. bzw. nach der IGSS-Methode [109,164,165] konnte also nicht nachvollzogen
werden. Daher wurde die Préaparationsvorschrift modifiziert und sowohl der Tonenaustausch,
als auch der Reduktionsschritt verdndert. Die Ergebnisse sind im folgenden Kapitel aufge-

fiithrt.

5.1.2 Metallisierung unter modifizierten Bedingungen
5.1.2.1 Metallisierung von Plasmiden

Bevor auf die eigentliche Metallisierung eingegangen wird, sollen zunéchst die Untersuchun-
gen an den cis-Pt-funktionalisierten Plasmiden kurz vorgestellt werden. Eine ausfiihrliche
Diskussion erfolgt in Kapitel 5.2.

Die DNA-Stringe wurden, nachdem sich das cis-Pt angelagert hatte, iiber Magnesiumionen
elektrostatisch an die Glimmeroberfliche gebunden. Sie lagen hier weitestgehend in ihrer
zirkularen Form vor (siehe Abbildung 5.4). Die Lénge stimmt mit dem theoretischen aus
der Basenanzahl berechneten Wert von 1.5 pm iiberein.

Die Metallisierung wurde an den funktionalisierten Plasmiden iiber die Reduktion von
Silber- bzw. Goldionen durchgefiihrt und ebenfalls rasterkraftmikroskopisch untersucht (sie-
he Abbildung 5.5).

Das lichtempfindliche Silberlactat bildete nach wenigen Minuten unterschiedlich grofe Par-
tikel. Die Durchmesser variieren stark, wie in der exemplarisch eingefiigten Profillinie zu
erkennen ist, und liegen im Grofenbereich bis etwa 50nm. Eine bevorzugte Partikelgrofie

scheint nicht gebildetworden zu sein.

65



5 Darstellung und Diskussion der Ergebnisse
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Abb. 5.4: AFM-Aufnahme von Plasmiden mit cis-Pt.
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Abb. 5.5: AFM-Aufnahmen von DNA mit c¢is-Pt nach Belichtung von Silberlactat
(A) bzw. Reduktion von Tetrachlorgoldsdure mit Ascorbinséure (B).

Die DNA ist nicht als Strang zu erkennen. Inwieweit die Metallabscheidung spezifisch an
den Plasmiden erfolgt ist, kann somit nicht zweifelsfrei bestimmt werden. Es liegt allenfalls
die Vermutung nahe, dass beispielsweise die Struktur, durch die die Profillinie gelegt wurde
(Abbildung 5.5 A), auf DNA als Templat basiert haben kénnte. Wahrend eine Bildung und
unspezifische Abscheidung von Partikeln auf dem Substrat eine statistische Verteilung erge-
ben wiirde (siehe Abbildung 5.2 C', Seite 63), hétte mit DNA als Templat eher eine lineare
oder verzweigte Strukturen wie in Abbildung 5.4 erkennbar sein miissen.

Die Aufnahme nach Reduktion von Goldionen mittels Ascorbinsiure (Abbildung 5.5 B)
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5.1 Metallisierung von DNA und DNA-Netzwerken

zeigt dhnliche globuldre Strukturen, deren Einzelpartikel-Durchmesser etwas kleiner zu sein
scheinen als bei der Reduktion von Silber. Zusétzlich sind aber einzelne, wesentlich grofere
Ablagerungen zu sehen.

Die Ergebnisse stimmen insofern mit der Literatur (siehe Kapitel 2.3.3, Seite 41) {iberein, als
dass die gebildeten Partikel extrem in ihrer Grofenverteilung schwanken. Vollstandig me-
tallisierte Strange waren nicht zu beobachten. Die Variation sowohl der Metallionenlosung
(Silberlactat, Tetrachlorgoldsdure), als auch der Reduktionsmittel (Licht, Ascorbinsiure)
fiihrten nicht zur Bildung einer einheitlichen Partikelgrofe. Damit wurde das Ziel, die Pra-
paration vollstindig metallisierter DNA-Strange mit moglichst 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 fiir 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).
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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 iiber DNA verbunden sind. Nach der
cis-Pt-Zugabe blieben nur Fragmente des Netzwerks zuriick. Ein Teil der Riickstdnde liegt
im Grofenbereich des Streptavidins. Die kleineren Fragmente lassen sich nicht eindeutig
zuordnen, sind aber fiir DNA-Stringe zu klein.

Die Ursache fiir diese massive strukturelle Verdnderung ist unklar. Allem Anschein nach
l6ste die Zugabe der cis-Pt-Losung die Biotin-Streptavidin-Bindung und fiihrte zur Dege-
neration der Netzwerke. Metallisierte Netzwerke konnten auf diese Weise nicht hergestellt
werden.

Da sich die Metallisierungen nicht mit der gewiinschten Spezifitdt und unter Strukturerhalt
durchfiihren liefen, wurde die Synthese {iber Reduktion einer Metallsalzlosung 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-
dungssperzifitdt von cis-Pt zuriickgegriffen. Statt der Reduktion und Bildung von Partikeln
an der DNA erfolgte hier allerdings die Synthese der Partikel ez-situ.

5.2.1 AFM

Die auf Glimmer und Silizium immobilisierten Aggregate wurden rasterkraftmikroskopisch
untersucht. Dies erlaubte die gleichzeitige, zerstérungsfreie Abbildung sowohl der DNA als
auch der Partikel, wobei die Auflésung durch die AFM-Spitzen begrenzt ist. Einzelne Strénge
zwischen zwei Partikeln konnten nicht unmittelbar abgebildet werden (siehe Kapitel 2.2.1.2,
Seite 26). Daher wurden fiir die Charakterisierung zusétzlich zu den topographischen Bildern
Phasenbilder (siehe Kapitel 2.2.1.4, Seite 31) verwendet, fiir die zunéchst alle Einzelsubstan-
zen untersucht wurden.

Zusitzlich sollten die Aufnahmen der Einzelsubstanzen unter den Préparationsbedingungen
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 hétten fithren koénnen.

Die Topographiebilder der Plasmide auf Glimmer (Abbildung 5.7) bzw. Silizium (Abbildung
5.8) zeigen zwei oder mehrere umeinander gewickelte Doppelstrange. Der Durchmesser fiir
einen einzelnen Doppelstrang betrigt etwa 1.5nm und fiir die Superhelices aus zwei Stran-
gen ungefihr 2.5nm. Die Bildung solcher multiplen Strénge wird durch bivalente Kationen
wie Mg®" analog zur Bindung an negativ geladene Oberfliichen verursacht [37,88,168|. Der
aus Rontgenstrukturdaten bekannte Durchmesser einer einfachen Helix von 2 nm [167] l&sst

sich aufgrund der Kompression in dynamischen Messmodi wie dem tapping-mode nicht ab-

bilden [168,119,169,170,171].
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5 Darstellung und Diskussion der Ergebnisse
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Abb. 5.7: Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen von DNA-Plasmiden ohne (A) und
mit (B) cis-Pt auf Glimmer (links: Topographie, rechts: Phasenbild).
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Abb. 5.8: Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen von DNA-Plasmiden ohne (A) und
mit cis-Pt (B) auf Silizium (links: Topographie, rechts: Phasenbild).

Mit cis-Pt modifizierte DNA zeigt in den Bildern keine strukturellen Unterschiede gegen-

iiber unmodifizierter DNA. Die Stringe liegen auch hier teilweise einzeln und teilweise in
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5.2 1D-Systeme

mehrfach umeinander gewickelten Stringen vor. Die in Kapitel 2.3.2.1 (Seite 38) beschrie-
bene Deformation der DNA ldsst sich in den vorliegenden Bildern soweit nicht beobachten,
was unter anderem durch die Auflésung des Rasterkraftmikroskops bedingt war. Eine kom-
plette Degeneration im Rahmen der Auflésung konnte ebenfalls nicht beobachtet werden.
Im Gegensatz zu den Untersuchungen in [93] lag hier die DNA fixiert auf einem Substrat
vor. Dieses konnte den destabilisierenden Effekt des cis-Pt zumindest partiell ausgeglichen
haben. Allerdings liefs 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 Riicksténde (mdogliche Verunreinigungen) zu sehen. (B) zeigt
Nanopartikel, von denen einige beziiglich ihrer Hohe (Querschnittskurve)
untersucht wurden.

Die Topographie- und Phasenbilder von ¢is-Pt und Partikeln auf Silizium sind in Abbildung
5.9 bzw. in 5.10 dargestellt. Substrate, die mit cis-Pt unter den fiir die DNA-Immobilisierung
verwendeten Bedingungen behandelt wurden, zeigen nur vereinzelte grofere, moglicherweise

kristalline Riickstinde des Puffers, wihrend die restliche Oberflache keine erkennbare Ver-
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5 Darstellung und Diskussion der Ergebnisse
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Abb. 5.10: Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen der Einzelsubstanzen auf Silizium
((A) cis-Pt, (B) Nanopartikel, links: Topographie, rechts: Phasenbild).

anderung aufweist. Strukturen in der Grofsenordnung der verwendeten Gold-Nanopartikel
sind nicht zu erkennen. In EDX-Messungen (siche Abbildung 5.18, Seite 82) konnte kein
Platin nachgewiesen werden. Damit konnte ausgeschlossen werden, dass cis-Pt Glimmer-
Oberflachen fiir das AFM sichtbar verdnderte und die Kombination mit weiteren Reagen-
zien wie der Pufferlosung zu einer Aggregation und Bildung von Pt-Nanopartikeln fiihrten.
Einzelne auf die Substrate aufgebrachte Partikel - ebenfalls unter den gleichen Bedingungen
wie bei der DNA-Immobilisierung - zeigten keine Reaktionen mit der Oberfliche oder dem
Puffer, die zur Aggregation oder Abbau der Partikel fiihrten. Der Durchmesser bzw. die Ho-
he der Partikel konnte in Ubereinstimmung mit den TEM-Daten auf etwa 4 nm bestimmt
werden.

Die Phasenverschiebungen fiir die einzelnen Substanzen auf den jeweiligen Oberflichen wer-
den im Folgenden als Referenz- bzw. Richtwerte verwendet. Die Messungen wurden, so weit
moglich, mit gleicher Messspitze und gleichen Messparametern durchgefiihrt. 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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5.2 1D-Systeme

einander unterscheidbar.

Der frisch gespaltene Glimmer lieferte riickstandsfreie Oberflichen, wihrend die frisch gerei-
nigten Silizium-Substrate grokere Riickstdnde aufwiesen. Diese konnten aber anhand ihrer
Grofe (Hohe > 10nm) 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 wihrend der Synthese (siche
in-situ-Praparation, Kapitel 4.6.1, Seite 56) die Menge an cis-Pt durch Pufferlésung ersetzt
(sieche 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).
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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 grofseren Agglomeraten vor, aus denen

offenbar einzelne Stringe ragten. Partikel sind dabei weder in diesen Ansammlungen, noch
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5 Darstellung und Diskussion der Ergebnisse

an den einzelnen Stringen im Topographie- und Phasenbild sichtbar. Das Silizium-Substrat
weist neben den groferen Verunreinigungen ebenfalls in beiden Bildern nur vereinzelte Parti-
kel auf. Entgegen den in [172]| verwendeten kleineren [Auss(PhoPCgH4SO3H)5Clg]-Clustern
banden die Cysteamin-funktionalisierten Partikel ohne cis-Pt nicht an die Plasmide. Experi-
mentelle Ergebnisse und theoretische Berechnungen von L1U et al. zeigen, dass Auss-Cluster
beim Mischen mit DNA in die grofe Furche der DNA eingelagert wird. Die Aggregate konn-
ten mittels AFM an Luft abgebildet werden. Im Vakuum schienen unter Verlust einiger
Phosphanliganden die Auss-Cluster zu Au;3-Clustern abgebaut zu werden. Unter Verlust
der stabilisierenden Wasserliganden am Riickgrat der B-DNA erfolgte eine Umwandlung
zur A-Form. Die Auy3-Cluster wiesen die passende Grofe fiir die Stabilisierung der A-Form
auf, so dass eine Einlagerung dieser Cluster vermutet wird [172]. Die hier verwendeten
Cysteamin-funktionalisierten Nanopartikel waren zum einen grofser und sie hatten durch
eine Gold-Schwefel-Bindung stiarker gebundene Liganden. Eine Verdrangung der Liganden
ist daher ebenso wie eine Anlagerung der Partikel an die DNA weniger wahrscheinlich und
wird durch die vorliegenden Daten nicht gestiitzt. Vereinzelte, unspezifische Bindungen sind
vermutlich auf elektrostatische Wechselwirkungen zwischen der bei leicht saurem pH-Wert
(Ciratpuffer pH~5) positiv geladenen Aminofunktion (pKa10) des Liganden und dem
negativ geladenen Riickgrat der DNA zuriickzufiihren.

Die in den Abbildungen 5.7, 5.13 fiir Glimmer und in 5.8, 5.14 fiir Silizium gezeigten AFM-
Aufnahmen dokumentieren den schrittweisen Aufbau der Aggregate iiber die unmodifizierte,

mit cis-Pt modifizierte und danach mit Partikeln dekorierte DNA.

Der letzte Schritt der Synthese bestand aus der Zugabe der Partikel zu entweder zu in Losung
befindlicher oder zu bereits auf dem Substrat gebundener DNA. Wurden die Aggregate in
Losung gebildet, waren auf den Substraten nur partiell dekorierte Plasmide nachweisbar. Die
Zugabe von Partikeln auf ein Substrat lieferte nahezu vollstdndig mit Partikeln dekorierte
Plasmide. Der Grund hierfiir ist vermutlich in der fiir die DNA-Immobilisierung verfiigharen
Anzahl an zugénglichen Phosphatgruppen zu sehen. Die Bindung der Plasmide mit ihrem
negativ geladenen Riickgrat erfolgte zum negativ geladenen Substrat iiber die zur DNA-

Losung gegebenen Mg?™-Tonen. Aber nur ein Teil der Phosphatgruppen konnte aus sterischen
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5.2 1D-Systeme

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

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

Griinden zur Bindung an die Magnesiumionen beitragen. Diese sollen hier als zugdngliche

Phosphatgruppen bezeichnet werden (Abbildung 5.15).
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Abb. 5.15: (A) Schema zur Bindung von DNA an ein negativ geladenes Substrat iiber
Phosphatgruppen (hier sind nur die negativen Ladungen eingezeichnet)
im Riickgrat 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.

Hétte die Zugabe der Partikel zur Losung nahezu vollstéindig dekorierte DNA-Stringe er-
zeugt, hatten somit weniger zugéngliche Phosphatgruppen fiir die Bindung an das Substrat
zur Verfiigung gestanden (Abbildung 5.15, B). Der Strang wére durch die Partikel abge-
schirmt worden, und diese Aggregate héitten nicht mehr an das Substrat binden kénnen.
Diese Annahme wird durch den experimentellen Befund unterstiitzt. Nicht zu immobili-
sierende, nahezu vollstindig dekorierte Strange konnten durch Transmissionselektronenmi-
kroskopie abgebildet werden, indem durch Eintrocknen der Losung auf TEM-Netzen alle
Aggregate unspezifisch auf dem Substrat verblieben (siehe Kapitel 5.2.2). Demnach wei-
sen offenbar nur unvollstindig dekorierte Strange geniigend zugingliche Phosphatgruppen
auf, die eine stabile Bindung zur Oberfliche erlauben. Da die Partikel entlang der DNA in
grofseren Abstdnden 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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5.2 1D-Systeme

Ein Nachteil der in-situ- gegeniiber der ez-situ-Préparation lag in der Bildung von Partikel-
aggregaten durch iiberschiissiges 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 grofere Aggregate auf den Substraten zu beobachten waren. Ausschlieflich
aus Partikeln bestehende Aggregate wurden aber aufgrund fehlender Bindung zum Substrat
im Waschschritt weitestgehend entfernt, wiahrend durch weitere Anlagerungen an DNA /cis-
Pt/Partikel-Addukte gebildete Aggregate mitunter auf dem Substrat verbleiben konnten.
Eine der Zugabe der Nanopartikellosung vorausgehende Maskierung oder Fallung des iiber-
schiissigen cis-Pt erwies sich als schwierig, da auch das an den DNA-Strang gebundene

cis-Pt gefillt bzw. maskiert worden wére.

Ist hingegen in der ez-situ-Praparation die DNA erst an das Substrat gebunden worden
und erfolgte die Zugabe der Partikel danach, zeigen die AFM-Abbildungen eine Vielzahl
nahezu vollstindig dekorierter Stringe. Die in Abbildung 5.13 erkennbare, teilweise erfolgte
Aggregatbildung (sekundire Anlagerung von Partikeln) konnte aber auch hier nicht immer
vermieden werden. Analog zur vorangegangenen Diskussion iiber die Zuginglichkeit der
Phosphatgruppen bei der Immobilisierung, kann auch hier angenommen werden, dass bei
der in-situ-Praparation weniger Pt-Komplexe fiir die Anbindung der Cluster zur Verfiigung
standen (Abbildung 5.15). Dieser Annahme zufolge wire ein grofer Teil der Pt-Zentren
durch die Bindung an das Substrat abgeschirmt und fiir die Immobilisierung nicht zugéing-

lich gewesen. Nur der iibrige Teil kime demnach fiir die Bindung der Partikel in Betracht.

Auf Silizium gebundene DNA/cis-Pt /Partikel-Addukte zeigen im Topographiebild keine we-
sentlichen Hohenunterschiede (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 Hohenkontrastes, der moglicherweise durch einen Wasserfilm noch weiter

abgeschwicht wird, kann durch die Informationen aus den Messungen der DNA-Stréange
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5 Darstellung und Diskussion der Ergebnisse

bzw. Nanopartikel die DNA/cis-Pt/Partikel-Addukte identifiziert 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 griine (DNA) bzw. gelbe
(Nanopartikel) Farbung verdeutlicht.

A

120°

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

Die Strukturen in Abbildung 5.16 zeigen eine Aneinanderreihung von Partikeln an den
Plasmiden. Einzelne Partikel lassen sich bedingt durch die Auflésung der Messspitze nicht
erkennen. Daher erscheinen mehrere Partikel innerhalb eines Maximums in der Profillinie.
Die Lange der hier vorliegenden Struktur entspricht mit etwa 750 nm, der Hélfte des ver-
wendeten Plasmids in der zirkularen Form (1.5 pm). Daher liegt es vermutlich verdrillt vor.
Das Hoéhenprofil in Abbildung 5.16 B ist hier nicht aussagekriftig, da die auf die Probe
ausgeilibte Kraft nicht hoch genug gewesen ist, um einen Wasserfilm zu durchdringen*. Da-
mit wurden die ermittelten Hohen nur relativ zum Film und nicht zur Substratoberflache

gemessen.

*Die Messparameter wurden gegeniiber den Messungen zur Kalibrierung auf DNA und Nanopartikel
nicht verdndert.
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Die in Abbildung 5.16 und in Abbildung 5.8 A auftretende fadenférmige Anordnung und
Orientierung der Strange in eine Richtung konnte durch gerichtetes Abspiilen der Substrate
im Waschschritt erzeugt werden. Es wurde stets in eine Richtung iiber das Substrat gespiilt
und getrocknet, was zur Orientierung der DNA lidngs dieser Richtung fiihrte. Diese Orien-
tierung von DNA-Stringen wurde auch beim langsamen Verdampfen eines Wassertropfens
beobachtet [173]. Die Bewegung der Phasengrenze am Tropfen und die Bindung der DNA

iiber zweiwertige lonen an das Substrat fiihrte offensichtlich zur Ausrichtung der Stringe.

Die ez-situ-Praparation eignet sich offenbar besser, um DNA /Partikel-Addukte auf Ober-
flichen zu binden, z. B. fiir die Untersuchung mittels abbildender Methoden wie AFM oder
REM. Hingegen liefert die in-situ-Methode DNA /Partikel-Addukte (ndheres sieche Kapitel
5.2.2), bei denen an alle vorhandenen Pt-Zentren Partikel gebunden werden konnten. Diese
Strukturen konnten offenbar nicht auf den fiir AFM-Untersuchung geeigneten Substraten

abgeschieden werden.

5.2.2 TEM

Analog zur Praparation fiir die rasterkraftmikroskopischen Untersuchungen wurden Proben
fiir die Transmissionselektronenmikroskopie hergestellt. Die Funktionalisierung der DNA-
Strange mit cis-Pt und Nanopartikeln erfolgte dabei ausschlieflich in Losung. Das Tréger-
substrat (mit Kohlenstoff beschichtetes Kupfernetz) wurde durch Eintauchen in die Losung
mit Partikeln bzw. DNA /Partikel-Aggregaten bedeckt (sieche Abbildung 5.17).

Die TEM-Aufnahmen zeigen iiberwiegend Partikel in perlenschnurformigen Aggregaten.
Einzelpartikel werden nur vereinzelt gefunden (siehe auch Abbildung 5.17, A). Bezugneh-
mend auf die AFM-Daten kénnte 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-Stringen, wie sie nach der ez-situ-Préparation beobachtet worden waren,
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00N

DNA
Partikel

100mm s .

Abb. 5.17: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von DNA-Plasmiden
mit Nanopartikeln. Die Breite der fadenartigen Strukturen betrigt etwa
6-7nm, der Durchmesser der einzelnen Partikel etwa 3-4nm. Schema-
tische Beschreibung der mit (I) und (II) markierten Strukturen in (C):
(I) Unvollsténdig funktionalisierter DNA-Strang mit Partikeln. Die Parti-
kel erscheinen mit dem Durchmesser fiir einzelne Partikel. (II) Vollstandig
funktionalisierter DNA-Strang, bei dem die Partikel teilweise iiberlappen.
Die Breite entspricht etwa dem doppelten Durchmesser der Partikel. Die
DNA ist im TEM nicht sichtbar.

sind fadenformige Strukturen zu sehen, die vollstindig aus Partikeln zu bestehen scheinen
(siehe Abbildung 5.17, IT). Bei der Préparation der Proben fiir das TEM wurde auf den
Waschschritt verzichtet, da dieser zur Entfernung von Partikelaggregaten vom Glimmer-
und Siliziumsubstrat diente. Bei der Aggregatbildung in Losung 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 konnten einzelne Partikel in der Auf-
sicht im TEM {ibereinander liegen und wéren nicht mehr voneinander zu unterscheiden (siehe
Abbildung 5.17, IT). Auferdem hétten durch den Energieeintrag des Elektronenstrahls die

Partikel verschmolzen werden kénnen [23].

5.2.3 REM

Zusétzlich zu AFM und TEM wurden die Substrate im Rasterelektronenmikroskop unter-
sucht. Die Praparation erfolgte dabei, um eine sonst notwendige Beschichtung der Probe
mit Kohlenstoff oder Platin zu vermeiden, aufgrund der besseren Leitfahigkeit iiberwiegend
auf Silizium im Variable Pressure Mode. Dieser erlaubte die Erhchung des Kammerdrucks
auf mehrere Pascal (genaue Werte wurden in den Bildern vermerkt), um Aufladungseffekte
zu vermeiden und um die Probe einem schonenderem Vakuum auszusetzen.

DNA é&ndert 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
Abstinde der Basen verdndern sich. Das hat zur Folge, dass Interkalatoren und Anlage-
rungsverbindungen, wie cis-Pt, ihre Bindungen im bzw. am Basenstapel verlieren konnen.
Daher sollten die Proben moglichst einen Restanteil Wasser enthalten und nicht zu hohem
Vakuum ausgesetzt werden. Zusitzlich wurden die Proben, um Restwasser zu fixieren und

eine Erwidrmung durch den Elektronenstrahl zu vermindern, auf - 30°C gekiihlt.

Um sicherzustellen, dass das cis-Pt keine Bindung mit der Oberflache 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 Pufferlésung ersetzt.
cis-Pt, bzw. Pt konnte mittels EDX nicht nachgewiesen werden (siche Abbildung 5.18).
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ich 127065 cts. ke]

Abb. 5.18: REM-Aufnahme und EDX einer Si-Oberfliche nach Behandlung mit cis-
Pt. Das EDX zeigt nur die Elemente des Substrats (Si, O), Pt konnte nicht
nachgewiesen werden.

400nm

90nm \

Abb. 5.19: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen (Sekundéarelektronendetek-
tor) von DNA auf Si. (A) Plasmide mit cis-Pt bei -30°C und 49 Pa im
Variable Pressure Mode. (Rechts unten) DNA-Struktur aus dem weiff um-
randeten Bereich nachgezeichnet. Deutlich zu sehen ist die Aufsplittung in
der Mitte der Struktur. Die Breite dort betragt etwa die Hilfte der restli-
chen Struktur. (B) Im Schattenverfahren mit Pt beschichtetes Plasmid im
Hochvakuum bei - 90°C.
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Abbildung 5.19 A bzw. B zeigt Sekundirelektronenbilder von Plasmiden. Die DNA liegt in
A iiberwiegend verdrillt vor und bildet verzweigte Strukturen, die in dhnlicher 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
diinnere Stringe gebildet wurden. Die Breiten der kleinsten sichtbaren Strukturen entspre-
chen mit mindestens 6-8nm dem 3-4-fachen eines DNA-Doppelstranges. Die Breite von
3nm und Lénge von 1.5um der Struktur in B deutet auf ein einzelnes Plasmid in offener

Form hin.

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

4

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

Im Bild der riickgestreuten 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 Primérelektronen des Elektronenstrahls und erscheinen daher hell. Zu-
dem ist die Auflésung des Riickstreudetektors etwas geringer, so dass hier nur grofere 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 Beriicksichtigung 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 fiir die TEM-Untersuchungen in Losung prapariert 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.

ia” ¥ B

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

Die Aufnahmen zeigen wie in den Untersuchungen im TEM ebenfalls perlenschnurartige
Strukturen. Der Umfang des ringformigen Aggregates in Abbildung 5.21 B entspricht mit
etwa 1.5pm dem eines Plasmids. Damit konnte hier ein einzelnes, vollstidndig beladenes
Plasmid in der offenen Form abgebildet worden sein. Die Breite der Strukturen betragt
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. Fiir diese Messungen konnten die bisher verwendeten Substrate Glimmer und Silizium
aufgrund der Eigenabsorption, die in dem fiir die Untersuchungen relevanten Wellenldngen-
bereich liegt, nicht eingesetzt werden. Daher wurde die Praparation und Immobilisierung
auf Glassubstrate iibertragen. Diese wiederum eignete sich nicht fiir eine gleichzeitige Un-
tersuchung im AFM, da die Strukturen von der Oberflichenrauigkeit (/= 20 — 40 nm) nicht
zu unterscheiden waren. Die Charakterisierung sollte in Transmission mit und ohne pola-
risiertem Licht erfolgen, um mogliche Kopplungseffekte der Partikel in eindimensionalen
Aggregaten zu erkennen (siehe Kapitel 2.1.4) [29,30,31]. Fiir eine Polarisation parallel zur
Partikelkette ware eine Rotverschiebung der Extinktion zu erwarten gewesen. Die orthogo-
nale Polarisation hétte zu einem Extinktionsspektrum dhnlich demjenigen einzelner Partikel
fithren sollen [29,54].

Die Untersuchungen der Glastriger zeigten aber unabhéngig von der Polarisationsrichtung
keine Extinktion, was auf eine zu geringe Menge an Partikeln bzw. Aggregaten zuriickzu-

fithren ist.

5.2.4.1 Pt-NMR, Infrarot- und Raman-Messungen

Die abbildenden Methoden konnten bisher keine Auskunft dariiber geben, wie die Anbin-
dung der Partikel an die DNA erfolgt. Fiir den Ligandenaustausch wurde angenommen, dass
die Ammoniak-Liganden durch die Amino-Funktionen des Cysteamins ersetzt worden sind.
Moglich wére aber auch die Bindung iiber 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-NTH(CHj3),Cl~, R-SO; Na™,
R-COOH) ausgenutzt [178,179,180,181,182,183,184,185,186,171]. Die von KRUGER etal.
durchgefithrten Rechnungen zeigen zudem, dass die Schwefel/Gold-Bindung so stark ist,

dass an Schwefel gebundenes Gold aus einer Oberfliche entfernt werden kann [177].
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5 Darstellung und Diskussion der Ergebnisse

Die Goldpartikel wurden hier wihrend der Synthese mit Cysteamin versetzt, welches beide
funktionellen Gruppen trigt, so dass hier die Bindung entweder zur Amino- oder zur Thiol-

funktion ausgebildet werden konnte.

Um mehr Informationen iiber die Bindungsverhéiltnisse und -stellen des Platinkomplexes
zu erhalten, sollten *Pt-NMR-Untersuchungen [187,93,188,189], fiir Schwefel- und Stick-
stoff im Liganden infrarotspektroskopische und Raman-Messungen durchgefiihrt werden
[190,191].

Fiir die '%Pt-NMR-Messungen (1Pt 107.405 MHz, 'H-entkoppelt 499.635 MHz) bei Raum-
temperatur wurde als Standard zunichst NayPtClg (0.16 M) in DyO (extern) gemessen.
Neben der fiir die in- und ez-situ-Experimente verwendeten geséttigten Losung von cis-Pt
(siche Kapitel 4.6.1, Seite 56) wurde eine Mischung aus 700 pL. Cysteamin-funktionalisierten
Gold-Nanopartikeln mit 5 pl. ¢is-Pt vermessen. Die zu erwartenden Signale liegen bei § ~
1620, 1700, 3100 und 3370 ppm [187] relativ zum Signal von NayPtClg bei 6 = 0. Insbesonde-
re der Bereich 6 =3350-3390 ppm ist besonders interessant, da hier Stickstoff und Schwefel
in der Umgebung des Pt-Zentrums nachgewiesen werden kénnen [100].

Die Konzentrationen (analog zu den in den Experimenten verwendeten) dieser Losungen soll-
ten zeigen, ob sie ausreichend fiir eine Untersuchung von DNA /cis-Pt- bzw. DNA /Partikel-
Addukten waren. Der Gehalt an detektierbarem %Pt war allerdings zu niedrig, um ein
auswertbares Signal zu erhalten. Eine Erhéhung der Konzentrationen bis zur Detektions-
grenze war nicht moglich, da damit der Anteil an Gold-Nanopartikeln in den DNA /Partikel-
Addukten die Loslichkeit iiberschreitet.

Fiir die IR- und Raman-Messungen wurden zunéchst die reinen Cysteamin-funktionalisierten
Gold-Nanopartikel in der fiir die Praparationen verwendeten Konzentration sowie eine zwei-
te Losung mit 1.5 pLb cis-Pt-Losung (auf 1 mL Partikel-Losung) gemessen. Die Messungen
wurden mit Wasser verglichen, da es in allen verwendeten Losungen das entsprechende Lo-
sungsmittel war. Auf DNA wurde hier zunichst verzichtet, um mit hoheren Konzentrationen

arbeiten zu konnen. Die Anlagerung des Pt-Komplexes sollte eine Verdnderung 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.
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Abb. 5.22: Ergebnisse der IR- (A) und Ramanspektroskopie (B).

Die relevanten Schwingungen des Cysteamins liegen mit v — 3280, 3210, 1300- 1500 cm™*
[192] im Bereich der starken Absorption des Wassers. IR-Messungen geben daher keinen
weiteren Aufschluss (siche Abbildung 5.22 A).

Die Untersuchungen im Raman-Spektrometer liefern dhnliche Ergebnisse. Auch hier lie-
gen die Schwingungen des Wassers mit 1100 und 3300 cm™! [190,191] im Bereich der NH-
Gruppen bzw. von NHj. 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

wahrend der Messung ausfielen, erklarbar ist.
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5.3 3D-Systeme

Da im vorangegangenen Kapitel die Bindungsverhéaltnisse zwischen Pt-Komplex und Cyste-
amin-funktionalisierten Partikeln nicht ausreichend aufgeklart 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 Partikellosungen mit zunehmendem cis-Pt-Anteil eine
zunachst violette Farbung, die bei hoheren Konzentrationen in blau-schwarz bis schwarz

tiberging. Danach bildete sich ein schwarzer Niederschlag (siehe Abbildung 5.23). Dieses

wurde analog bei der Vernetzung von Gold-Nanopartikeln mittels DNA beobachtet [58,156].
mOSH BOSH BOSH HOSH
1.000 1.000 1.000 1000

Abb. 5.23: Foto der konzentrationsabhingigen Vernetzung von Gold-Nanopartikeln
mit cis-Pt (von links nach rechts: V.;s p, = 0,0.5,1.25,2.0pL).

Die Farbverdnderung und Préazipitation lisst sich anhand der in Abbildung 5.24 gezeigten
UV /Vis-Spektren verfolgen. Die reine Partikel-Losung wies eine Extinktion bei 510 nm auf,
die sich mit steigendem cis-Pt-Anteil zum langerwelligen Bereich verschob. Die Extinktion
nahm dabei ab, da sich bei hoheren cis-Pt-Konzentrationen ein Niederschlag bildete. Der
Niederschlag bzw. die entstehende dunkle Losung wurden zudem transmissionselektronen-

mikroskopisch untersucht (siehe Kapitel 5.3.2).
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Abb. 5.24:

Abb. 5.25:
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UV /Vis-Spektren der zeitabhingigen Vernetzung von Gold-Nanopartikeln

Eine analoge Farbverdnderung und Verschiebung der Extinktionsbande ins Langwellige liefs

sich auch im zeitlichen Verlauf der Vernetzung beobachten (siche Abbildung 5.25). Die
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zeitliche Verdnderung der Extinktionshohe und Lage der Extinktionsbande ist in Abbildung
5.26 dargestellt.
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Abb. 5.26: Zeitlicher Verlauf der Extinktionen bei der zeitabhéngigen Vernetzung von
Gold-Nanopartikeln mit cis-Pt. Gegen die Zeit sind der Verlauf der Ex-
tinktionsintensitat bei der jeweiligen Extinktionswellenlinge A4, (rote
Quadrate), sowie die Extinktionswellenldnge (Apq2) (griine Dreiecke) auf-
getragen.

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

ausgepragtes Maximum mehr erkennbar.

Die Extinktionshohe der Bande nahm zudem in diesen ersten 25s um etwa 6 % (von 0.635
auf 0.595), in den folgenden 175s um weitere 4% (von 0.595 auf 0.570) ab. Die schnelle
Abnahme zu Beginn (1.6-1073s71) erfolgte parallel zur Verschiebung der Extinktionsbande.
Wiéhrend in der restlichen Zeit eine weitere Verschiebung dieser Bande nicht zu beobachten
war, sank die Extinktion langsam weiter (1.4-107%s71).

Die Verschiebung und Abnahme der Extinktionsbande wird auf die Entstehung dreidimen-
sionaler Aggregate aus cis-Pt-vernetzen Partikeln zuriickgefiihrt. Die unterschiedlichen Ab-

nahmeraten lassen die Vermutung zu, dass in den ersten 25s die Reaktion durch die hohen
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Konzentrationen von cis-Pt und Partikeln sowie durch Bewegung der Losung (in Folge der
Zugabe der Losung in die Kiivette) nahezu diffusionsunabhéngig ist. Weil die Konzentra-
tionen sinken und damit die mittlere freie Weglinge der Reaktionspartner steigt, ist die
Reaktion im weiteren Verlauf iiberwiegend diffusionskontrolliert.

Die gesamte Reaktion kann somit in drei Zeitabschnitte eingeteilt werden. In der ersten
Phase bis 25s kommt es zur schnellen Aggregation der Partikel. Hier ist die Konzentration
an cis-Pt noch hoch. Danach wachsen die Aggregate bzw. lagern sich zu gréferen zusam-
men. Ab etwa 150 s sind die entstandenen Aggregate zu grof, um in Losung zu bleiben und
fallen mit der Zeit aus. Damit verringert sich die Konzentration der Losung und die gesam-
te Extinktion sinkt. Aus der breitbandigen Extinktion in der zweiten Phase kann man auf

Aggregate verschiedener Groken schliefen [32].

5.3.2 TEM

Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen der aus den Vernetzungsexperimen-
ten erhaltenen dunkelblauen bzw. schwarzen Losungen zeigten ausschlieflich Partikel in

Aggregaten (siche Abbildung 5.27).

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

Die Partikel in den Randbereichen zeigen keine Koaleszenz, d. h. die Partikel beriihren sich
nicht. Bei tiberlappenden Partikeln kann nicht zweifelsfrei unterschieden werden, ob durch

die zweidimensionale Projektion Partikel, die aus verschiedenen Ebenen stammen, als ver-
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5 Darstellung und Diskussion der Ergebnisse

schmolzen erscheinen oder wie bereits im vorangegangenen Kapitel beschrieben, durch den

Elektronenstrahl zu grofsen Partikeln koalesziert sind [172].
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Abb. 5.28: Histogramm der Cysteamin-funktionalisierten Partikel vor und nach der
Aggregation mit cis-Pt.

Die Partikeldurchmesser (siche Histogramm in Abbildung 5.28) entsprechen, soweit im Rah-
men der Messgenauigkeit mdoglich, denen der einzelnen Partikel vor der Vernetzung. Dieses
bestiitigt die in der Konzeption (Kapitel 3.2, Seite 45) beschriebene Hypothese, dass es
sich um einen Ligandenaustausch am c¢is-Pt handelt. Der Platinkomplex verursacht kein
sichtbares Partikelwachstum durch Bildung einer Platinschicht oder Auflésen der Nano-
partikel. Demzufolge sollte cis-Pt zur Vernetzung von Cysteamin-funktionalisierten Gold-
Nanopartikeln durch Koordination der vier Pt-Ligandpositionen mit den Partikel-Liganden
gefithrt haben. Analog gilt das Gleiche fiir 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 komplementéren Sequenzen an den Partikeln fiihrten. Die
Aggregate wurden hinsichtlich der Konzentrationsverhéltnisse von Immobilisierungs- zum

Querlinker sowie auf Grofe und Struktur untersucht.

5.4.1 Rasterkraftmikroskopie

Die Proben wurden zur Kontrolle der Immobilisierung und Vernetzung rasterkraftmikrosko-
pisch untersucht (siche Abbildung 5.29).

Die Bilder zeigen unterschiedlich stark belegte Gold-Oberflichen. Wiahrend auf der Probe
ohne quervernetzten DNA-Strang nur einzelne Partikel zu sehen sind, erscheinen auf den
Proben mit Querlinker unterschiedlich grofe Aggregate aus zusammenliegenden Partikeln.
Die Hohe der Assemblate entspricht dabei einer Partikelmonolage. Die Groke der Aggregate
scheint dabei im Zusammenhang mit dem Querlinkeranteil zu stehen. Dieser zunichst nur
qualitative, optische Eindruck sollte durch eine statistische Auswertung naher untersucht

werden.

5.4.1.1 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte unter zwei Gesichtspunkten: Zum einen sollte gepriift
werden, ob eine Korrelation zwischen dem Querlinkeranteil in der Lésung und der Partikelan-
zahl in den Aggregaten hergestellt werden kann. Zum anderen wurden die Partikelabstdnde
in den Aggregaten ausgewertet, um zu klédren, ob sich die Partikel in einem Abstand zuein-
ander befinden, der anndhernd der Linge des Querlinkers entspricht.

In Tabelle 5.1 sind die summierten Flichen aller ausgewerteten Bilder des jeweiligen Sub-
strats bzw. Querlinkeranteils aufgefiithrt. Aus dieser Gesamtfliche und der ermittelten Sum-
me an Partikeln wurden die auf einen Quadratmikrometer normierten Partikeldichten be-

rechnet. Die maximalen Aggregatgrofen, d.h. die maximale Anzahl an Partikeln, die in
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Abb. 5.29: Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen von mittels DNA immobilisierten
und vernetzten Nanopartikeln auf Gold. (A) leeres Goldsubstrat. (B) Nur
iiber den Immobilisierungslinker (16 eq IL, eq gibt die Anzahl der Molé-
quivalente bezogen auf die Partikel an.) immobilisierte Gold-Nanopartikel.
(C) Partikel mit 8eq Querlinker (bei 16eq IL) (rechts: vergroferte Ab-
bildung). (D) Partikel mit dquimolarem Anteil an IL und QL (je 16 eq)
(rechts: vergrofertes Aggregat).

einem gewissen Abstand zusammenliegen, sind ebenfalls verzeichnet. Die grafische Darstel-

lung findet sich in Abbildung 5.30.

Die Daten zeigen unterschiedliches Verhalten in Bezug auf den steigenden Querlinkeran-
teil. Die urspriingliche Korrelation zwischen der in der Synthese eingesetzten Linkermenge
(Summe aus Quer- und Immobilisierungslinker) und Partikeldichte scheint somit nicht ge-

geben. Wihrend die maximale Aggregatgrofe mit erhéhtem Querlinkeranteil stetig steigt,
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Tab. 5.1: Partikeldichte und maximale Aggregatgrofe von vernetzten und unvernetz-
ten Partikelaggregaten auf Gold-Oberflichen. Mit QL sind die Konzentratio-
nen des Querlinkers angegeben (bei jeweils 16 eq IL). Die Spalten "Partikel’
und 'Fliache’ geben die Werte der Auszdhlung aus insgesamt 70 Bildern an,
aus denen die Partikeldichte berechnet wurde.

QL | Partikel Fliche Partikeldichte maximale
gesamt | gesamt /pm? | /Partikel pro nm? | Aggregatgrofe

Oeq 5366 300 17.89 10

8eq 14113 54.29 259.96 41

16eq 27317 178.75 152.82 320

] v T J 1

=1 Partikel pro pm?
3004 [EEE Maximale Anzahl Partikel pro Aggregat
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Abb. 5.30: Grafische Darstellung der Partikeldichten und maximalen Aggregatgrofen.

zeigt die Partikeldichte ein Maximum bei 8eq QL. Der Prozess der Aggregatbildung bzw.
des Wachstums geht somit scheinbar zu Lasten der Partikeldichte.

Méglicherweise kommt es bei hoheren Konzentrationen der Linker zur Konkurrenzreaktion
(Blockierung) (siche Abbildung 5.31), was aber auf der Basis der vorliegenden Ergebnisse
nicht eindeutig verifiziert werden kann. Aufschluss konnte der Austausch von QL durch eine

Sequenz, die zu keiner der vorhandenen Sequenzen komplementér ist, geben.

Das Wachstum der Aggregatgrofen scheint unabhéngig vom IL-Anteil zu sein. Einerseits
wire ein Wachstum durch sukzessive Anlagerung weiterer Partikel an ein bestehendes Ag-

gregat moglich. Andererseits konnten aber auch ab einer gewissen Aggregatdichte und -grofe
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Aggregat

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

benachbarte Aggregate zusammenwachsen (Abbildung 5.32) und so den Anstieg der maxi-

malen Aggregatgrofe von 41 auf 320 erkliren.

—_— S / —— 5/
N, N/ I\ ® \ \/ o /N
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Abb. 5.32: Zusammenwachsen zweier Aggregate (grau unterlegt). Durch Anlagerung
eines weiteren Partikels (rot, gestrichelt) zwischen diesen entsteht ein gro-
keres Aggregat.

Zusatzlich wird diese Hypothese durch Analyse der Aggregatgrofsen und ihrer prozentua-
len Anteile in Tabelle 5.2 bzw. Abbildung 5.33 gestiitzt. Sie zeigen ebenfalls eine deutliche
Verschiebung der Verteilung zu groferen Aggregaten, wenn der Querlinker in héherer Kon-
zentrationen eingesetzt wurde.

Die Aggregate in der Probe ohne Querlinker sind als zufillig -aufgrund der Partikeldichte-
zusammenliegende Partikel zu deuten. In fritheren 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 groferer Aggregate, die zunéchst als vernetzt

angesehen werden sollten. Die Probe mit 16 eq Querlinker zeigt im Vergleich zur Probe mit
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Tab. 5.2: Auflistung der klassifizierten, normierten und prozentualen Aggregatdichten.

Fiir die bessere Ubersicht sind die Aggregatgrofen von 11 bis 100, sowie 101
bis zum Maximum von 320 Partikeln pro Aggregat zusammengefasst.

o =z

6

7

8 9 10

AggregatgroRe

Querlinker 6 Oeq 8eq 16 eq
Aggregatgrofe | pro ym®* % | proum® % | proum? %
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 9.8
5) 0.1 0.4 3.1 0.1 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
5(11-100) 0.0 00| 41 66| 27 72
¥(101-320) 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1 0.2
0 1 2 3 5 6 7 8 9 10 150 300 450
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Abb. 5.33: Prozentuale Verteilung der Aggregatgrofen fiir verschiedene Querlinkeran-

teile.

8 eq bis Aggregatgréfen von 10 vergleichbare prozentuale Anteile der Aggregatgrofen. Dar-

iiber hinausgehende Aggregatgrofen kommen zum einen haufiger vor und bestehen dariiber

hinausgehend aus mehr Partikeln, was die Annahme der Ausbildung groferer Aggregate

unterstiitzt (Abbildung 5.32).

97



5 Darstellung und Diskussion der Ergebnisse

Die Zugabe des Querlinkers hat somit direkten Einfluss nicht nur auf die bereits disku-
tierte Partikeldichte und Aggregatgrofe, sondern auch auf die Aggregatgrofsenverteilung.
Die parallel laufenden Immobilisierungen an Oberfliche und Aggregat fiihren im Vergleich
der Proben mit 8 eq und 16 eq Querlinker fiir letztere Probe insgesamt zu einer niedrigeren
Partikeldichte, aber zu deutlich groferen Aggregaten. Fiir eine genaue, iiber dieses Modell
hinausgehende Beschreibung wire eine Beobachtung in-situ erforderlich. Hiermit kénnten
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 [191].
Zunéchst 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 Aggregatgréfie aus mehreren kleineren Aggregaten gro-
fsere Aggregate gebildet werden. Die oben getroffene Vermutung, dass kleinere Aggregate
mit der Zeit zusammenwachsen (Abbildung 5.32) scheint somit zutreffend. Insbesondere ein
Vergleich der ersten Zeitabschnitte bei verschiedenen QIL-Anteilen konnte bei hinreichender
zeitlicher Auflésung detailliertere Informationen liefern, die zur Verfeinerung des hier auf-

gestellten Modells zur Wechselwirkung zwischen IL- und QL-Anteil dienen kénnten.

Bisher wurde die Vernetzung der Partikel vorausgesetzt. Der direkte Beleg fiir die Vernetzung
ist mittels AFM jedoch nicht mdglich. Eine Messung der Partikelabsténde sollte Auskunft
dariiber geben, ob diese im Langenbereich des Querlinkers liegen. Zu diesem Zweck wurde
eine Reihe von Hohenprofilen erstellt (siche Abbildung 5.34).

Diese Profile liefern iiber die Maxima zum einen die Partikeldurchmesser 6 und zum anderen
den Abstand AX 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 Zwischenrdume in Partikelaggregaten nur

unzureichend abbilden (siche Abbildung 2.16 C). Bei 2-5nm Spitzenradius beriihren die
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seitlichen Flanken der Messspitze die Partikel eher, als das Profil vollstéindig bis zum Linker
abgefahren werden kann. Daher wurde die Berechnung der effektiven Absténde d. ;s zwischen
den Partikeln nach Gleichung 2.27 (siehe Seite 31) {iber die Differenz der Absténde zweier
Partikelmittelpunkte AX und -durchmesser d; o durchgefiihrt.

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

In einer Partikelprobe unterliegen die Partikeldurchmesser einer gewissen Verteilung um
einen Mittelwert. Wiirde bei der Abstandsbestimmung der mittlere Durchmesser mit seiner
Abweichung (z. B. +2nm) beriicksichtigt, wiirde sich der Fehler, der bei der Auswertung
der Hohenprofile entsteht, um diese Abweichung erhéhen. Bei einer Linkerldnge von etwa
10nm entspréiche das einem Fehler von zusétzlich 20 %. Dadurch, dass hier aber von AX
die jeweiligen Partikelradien subtrahiert wurden, ist diese Auswertung unabhéngig von ei-
ner Grofenverteilung der Partikeldurchmesser, und dieser Fehler entfillt. Damit lassen sich
auch mehrere Probenreihen mit unterschiedlichen Partikeldurchmessern -beispielsweise ver-

schiedenen Partikelsynthesen- vergleichen.

Die Werte fiir d.¢s aus 237 (bei 8eq 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 8eq (A) und 16 eq
(B) Querlinker. Die Prozentangaben beziehen sich auf 237 (A) und 291
(B) ausgewertete Abstande.
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Abb. 5.36: Schema zur Berechnung der Linge des DNA-Linkers zwischen zwei Gold-
Nanopartikeln. Die Lange der Thiollinker an der DNA wird aus den Bin-
dungslingen und Bindungswinkeln berechnet [1G1].

Die Balken und Kreissegmente sind geméf der drei Félle, in denen d. sy grofier, kleiner oder

gleich der berechneten Linkerldnge dp ke, ist, gefarbt. Die berechnete Linkerlinge setzt sich

dabei aus der Lange der DNA und dem Thioalkanrest (siche Abbildung 5.36), der maximale

Fehler aus Substratrauigkeit und Auswerteungenauigkeit zusammen.

Unter Beriicksichtigung dieses Fehlers liegt das Maximum der Abstandsverteilung von d.y
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fiir beide Proben im Bereich von dp;,ke-. In einem solchen Fall haben zwei iiber den Quer-
linker verbundene Partikel genau diesen Abstand, wenn der Querlinker als stdbchenférmiges
Molekiil angenommen wird. Kleinere Werte als dieser ideale Abstand entstehen, wenn die
Verbindungen nicht mittig zwischen Partikeln positioniert ist und die DNA sich nicht als
Stdabchen verhélt. Grofere Abstinde bedeuten, dass die Partikel nur iiber Teile des Linkers
oder nicht vernetzt sind. Da zusatzlich die Partikel einer Grokenverteilung unterliegen und
das Substrat eine gewissen Rauigkeit aufweist, kann eine ideale, d. h. symmetrische Packung
nicht zustande kommen. So kann es auch Abstinde in den Aggregaten geben, die nicht durch

den Querlinker iiberbriickt sind.

Fasst man die Bereiche kleiner oder gleich d. s zusammen, sind etwa 50 % aller ausgewerteten
Abstédnde im Bereich von dp;,ker, d.h. dass statistisch jedes Partikel mit jedem zweiten
benachbarten Partikel vernetzt ist. Demnach existierten Vernetzungsbereiche, die sich iiber
die Aggregate erstrecken. Die restlichen Partikel sind zu weit voneinander entfernt, um
direkt vernetzt zu sein. Neben den bereits beschriebenen Griinden fiir grofere Abstéande ist
zu beriicksichtigen, dass die Trocknung der Proben die Struktur und Symmetrie beeinflussen

kann [158,195].

5.4.2 Mikroskopie und UV /Vis-Spektroskopie

Die optische Charakterisierung der Proben erfolgte mittels Lichtmikroskopie {iber ein inte-
griertes UV /Vis-Spektrometer. Dieses ermdglichte eine gute Auswahl der zu untersuchen-
den Fliche (sieche auch Abbildung 4.6, Seite 60), um storende Artefakte resultierend aus
Defekten in der Oberflache oder durch Riickstdnde aus der Lésung zu minimieren. Bei der
Inaugenscheinnahme der Substrate zeigten die Proben mit Querlinker bereits bei geringen
Vergrokerungen einen leichten roten Schleier (siehe Abbildung 5.37), der vermutlich auf eine
hohe Konzentration von Partikeln zuriickzufiihren ist.

Weiterhin ist in Abbildung 5.37 zu sehen, dass die Gold-Filme semitransparent waren, d.h.
ein Teil des eingestrahlten Lichts wurde reflektiert wihrend 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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Daher werden nur die Daten aus den Reflektions-Messungen diskutiert. Die Spektren dieser

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 erhohte Partikelkonzentration zeigten.

Messungen sind in Abbildung 5.38 dargestellt.

Abb. 5.38:

Extinktion /a.u.

500 550 600 650 700 750
A/nm

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 Reflektionsspektren berechnet. Zum Vergleich ist
die aus Extinktionskurve einer Losung von Partikeln in Wasser abgebildet.
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Die Extinktion der Proben mit QL zeigt sowohl im Vergleich zu Partikeln in Losung als
auch mit Variation des Querlinkeranteils deutliche Unterschiede.

In der Gegeniiberstellung der Spektren von Einzelpartikeln in Losung und von substratge-
bundenen Einzelpartikeln (Probe ohne Querlinker, siehe AFM-Messung in Abbildung 5.29)
ist zu erkennen, dass die fiir Partikel in Losungen charakteristische Extinktion bei 520 nm
im Reflektionsspektrum der Feststoffprobe fehlt. Dafiir tritt eine bei ~500nm liegende Ex-
tinktion auf.

Der Vergleich der Reflektionsspektren untereinander zeigt, dass die Extinktion der Proben
mit Querlinker im gesamten Spektralbereich deutlich starker ist, als die der Probe ohne
Querlinker. Die Probe mit 8eq Querlinker hat die insgesamt fiir alle Proben hochste Ex-
tinktion und liegt damit tiber der Extinktion des Substrats mit 16 eq. Weiterhin weisen nur
die Proben mit Querlinker im lingerwelligen Spektralbereich eine Zunahme der Extinkti-
on in der Form zweier ausgepriigter Maxima bei 691 nm (8eq) bzw. 700nm (16eq) auf.

Zusatzlich ist in diesen Proben eine weniger deutliche Extinktion bei 580 nm zu erkennen.

5.4.2.1 Lage der Extinktionsbande im Kurzwelligen und Substrateinfluss

Die Extinktionsbande bei 520 nm einzelner Partikel in Lésung wird bei den Messungen von
Partikeln auf Gold-Substraten nicht beobachtet. Stattdessen zeigt sich eine hoherenergeti-
sche Extinktion, bei der es sich um die Interband-Absorptionen handeln konnte. NORDLAN-
DER et al. zeigen ein Modell, in dem analog zur Bildung von Molekiilorbitalen die Hybridi-
sierung der Plasmafrequenzen eines Substrats und Partikels berechnet wurde. Die Verrin-
gerung der Abstinde zwischen Partikel und Substrat fiihrte fiir den Fall, dass es sich um
das gleiche Material mit der gleichen Plasmafrequenz handelte, zu einer niederenergetischen
Verschiebung der Plasmonenenergie. Zum analogen Resultat fiihren ebenfalls die Berech-
nungen von RUPPIN [56]. Allerdings beobachtete KALKBRENNER bei der Anniherung eines
Goldpartikels an ein Glassubstrat eine Blauverschiebung, die auf die Bildung von Multipo-
len zuriickgefiihrt wurde [196].

Dieses Verhalten ist aber wegen der unterschiedlichen optischen FEigenschaften von Glas-
und Gold-Substrat auf die hier diskutierten Proben nicht iibertragbar. Unter der gleichen

Voraussetzung von NORDLANDER et al., d. h. Goldpartikel und -Substrat haben gleiche bzw.
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dhnliche Plasmafrequenzen, ist eine Verschiebung der Plasmonenresonanz zu lingeren Wel-
lenlangen eher anzunehmen, und konte der schwachen Bande bei 580 nm zugeordnet werden.
Die schwache Extinktion wire dabei vermutlich auf eine Dampfung durch das Substrat zu-
riickzufiihren. Ebenfalls einen Beitrag zur Verschiebung der Plasmonenbande konnten die
DNA-Ligandenhiille und Restfeuchte auf dem Substrat geleistet haben. Die genaue Form
und Dicke der Ligandenhiille war aber ebenso wenig bestimmbar wie die effektiven Feuchte.
Die Substrate wurden im Rahmen der Vorbereitungen fiir die einzelnen Messungen jeweils
gleich behandelt, so dass fiir alle von einem konstanten Faktor ausgegangen werden kann.
Die Proben sind somit untereinander vergleichbar. Auch hier wire wie durch das Substrat
eine Rotverschiebung der Plasmonenbande zu erwarten. Spektren DNA-funktionalisierter
Gold-Nanopartikel zeigen allerdings, dass der Einfluss des Liganden mit nur wenigen Nano-
metern zu vernachlissigen ist [74,155].

Inwieweit die Resonanz bzw. Lage der Extinktionsbande durch Substrat, Liganden und Um-
gebungsbedingungen geddmpft 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 gegeniibergestellt werden.

Um diese Beobachtungen in Zusammenhang mit der Literatur setzen zu kénnen, muss zu-
nachst gekliart werden, in welcher Form die Partikel in den Aggregaten vorlagen, d.h. ob
sich die Partikel beriihrten (Koaleszenz) oder getrennt in einem gewissen Abstand lagen
(Koagulation). Dieser Unterschied lésst sich mit Hilfe der Spektren aus der Literatur [29]
nachvollziehen (siche Abbildung 5.39).

Die koaleszierenden Partikel weisen im Gegensatz zu einer wissrigen Partikellosung neben
einer Extinktion im kurzwelligen Bereich (bei etwa 530nm) eine deutlich stérkere, breit-
bandige Extinktion im Lingerwelligen auf. Eine Probe mit Partikeln, die sich nicht beriihr-

ten, zeigt zusatzlich zur Extinktion im Kurzwelligen eine ausgeprigte Extinktion bei etwa
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Abb. 5.39: Vergleich von UV /Vis-Spektren von Gold-Nanopartikeln in wéssriger Lo-
sung und Gelatine [29]. Beispiele fiir 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 Losung und die Koaleszenz wurde durch Zugabe von KsSOy
erreicht. In den eingefiigten TEM-Aufnahmen ist deutlich zu erkennen,
dass sich die Partikel links beriihren und rechts separiert vorliegen. (Um
die Spektren besser mit den vorliegenden experimentellen Daten dieser
Arbeit vergleichen zu konnen, wurden sie digitalisiert und auf eine Wel-
lenlangenskala transferiert.)

800 nm. Die rdumliche Nédhe der Partikel erzeugte also in allen Proben eine Extinktion im
langwelligen Spektralbereich, jedoch nur bei getrennten Partikeln zeigte sich eine ausge-
priagte Extinktionsbande. Die Lage der Bande war unabhéngig davon, ob es sich um in einer
Gelatinematrix fixierte oder Aggregate in Losung 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 beriihrten. Dieses stimmt auch mit
den Ergebnissen aus den rasterkraftmikroskopischen Untersuchungen bzw. mit deren stati-

stischer Auswertung iiberein.
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5 Darstellung und Diskussion der Ergebnisse

Wenn sich die Partikel nicht beriihrten und in einem Abstand getrennt nebeneinander lagen,
spielt der Abstand eine wesentliche Rolle. Erst wenn sie in rdumliche Néhe gelangen, kommt
es zur Kopplung; und je enger sie zusammenliegen, desto starker 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 fiir bei-
de Proben. Da die Verteilungen etwa gleich sind, sind hier die unterschiedlichen Lagen der

Extinktionsbanden nicht auf unterschiedliche Abstande zuriickzufiihren.

Die néchste Frage ist, inwieweit die Aggregatgrofe mit der Lage der Extinktionsbande (im
langwelligen Bereich) korreliert. Der Ubergang bzw. das Wachstum von Partikeln des Sy-
stems aus Abbildung 5.39 zu Aggregaten ist in Abbildung 5.40 dargestellt.
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Abb. 5.40: Vergleich von UV /Vis-Spektren von Gold-Nanopartikel-Aggregaten ver-
schiedener Grofen in wéssriger Losung fiir den Fall der Koaleszenz (links)
und Koagulation (rechts) [29].

Die Spektren fiir den Fall der Koaleszenz zeigen zwar im Anfangsstadium des Aggregat-
wachstums eine nicht stark ausgeprigte Extinktion, die aber im weiteren Verlauf in eine
breitbandige Extinktion, &hnlich zu Extinktionen in metallischen Filmen [29], iibergeht. Die

Spektren weisen mit zunehmender Aggregatgrofe im Fall der Koagulation die Entstehung
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5.4 2D-Systeme

und spéter eine Verschiebung der Extinktionsbande im ldngerwelligen 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 Aggregatgrofsen aufweisen, konnen diese den
Spektren aus Abbildung 5.40 gegeniibergestellt werden (siehe Abbildung 5.41).
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Abb. 5.41: Vergleich von UV /Vis-Spektren aus Abbildung 5.38 (0eq und 16eq)
mit Spektren von Gold-Nanopartikel-Aggregaten verschiedener Grofen in
wiassriger Losung (rechts, aus Abbildung 5.40) [29]. Links wurde zusétzlich
eine AFM-Aufnahme der Probe mit 16 eq QL eingefiigt.

Die Daten von KREIBIG und VOLLMER [29] zeigen deutlich die Unterschiede der Extinkti-
onseigenschaften von Partikelaggregaten gegeniiber 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 fiir
13nm Gold Partikel auf silanisierten Quarzsubstraten zwei iiberlappende Extinktionsban-
den bei 536nm bzw. 648nm [197], wihrend SCHMITT etal. fir 14nm 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 fiir
Goldzylinder mit 200 nm Durchmesser auf Glassubstraten und 30-300nm Abstand Extink-
tionen im Bereich von 700-800nm auf [199]. Dieses zeigt zudem, dass auch fiir Absténde,

die gréfer als die Partikeldurchmesser sind, eine Extinktion im Langwelligen zu beobachten
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5 Darstellung und Diskussion der Ergebnisse

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 Partikelgrofen
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 mogliche
Kopplung mit dem Substrat, wie sie im vorangegangenen Abschnitt diskutiert wurde, nicht
vergleichbar ist. FELIDJ et al. zeigte fiir 110nm Goldzylinder auf einem 20 nm dicken Gold-
film eine Bande im langwelligen Spektralbereich, die auf eine substratinduzierte Kopplung
durch Oberflichenplasmonen des Substrats zuriickgefithrt wurde [198].

Ein hinsichtlich Partikelgrofe, -abstand und Substrat vollstindig 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 fiir
Aggregate zu finden, in denen die Partikelabstédnde grofer als deren Durchmesser sind [199].
Der Abstand und die Anzahl der Partikel in den Aggregaten beeinflusst dabei die Lage
der Bande insofern, dass kleinere Abstinde bzw. gréflere Aggregate eine niederenergetische
Verschiebung der Bande im Langwelligen verursacht. Ein metallisches Substrat fiihrt zu ei-
ner erhhten Kopplung, welche die durch den Abstand hervorgerufene Verschiebung weiter

verstarkt [198].

Die in dieser Arbeit beobachteten Banden im Langwelligen kénnen demnach Partikeln in
Aggregaten zugeordnet und mit unterschiedlichen (maximalen) Aggregatgrofen korreliert
werden. Fiir die im mittleren Bereich bei 580nm in den Proben mit 8 eq und 16 eq auftre-
tende leichte Extinktion konnte in der diskutierten Literatur keine ausreichende Erklarung
gefunden werden. Zwar zeigten FELIDJ et al. eine solche dritte Bande fiir den Fall von elon-
gierten Partikeln [198], sie entstand aber auch durch die Anregung entlang der Langs- und
Querachse der Stdbchen. Eine nichtsphérische Partikelform kann hier aber durch die AFM-

Messungen ausgeschlossen werden.
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Um die maximalen Aggregatgrofen und Extinktionswellenlingen besser vergleichen zu kon-

nen, wurden sie fiir die einzelnen Proben in Abbildung 5.42 aufgetragen.
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Abb. 5.42: Vergleich der Extinktionswellenldnge Az, im langwelligen Spektralbe-
reich mit der Aggregatgrofe fiir die Proben mit unterschiedlichem Quer-
linkeranteil. (Fiir eine bessere Ubersicht wurden Linien zwischen den Mes-
spunkten eingefiigt.)

Fiir die Auftragung der Lage der Extinktionsbande in Abbildung 5.42 wurden die Wellen-
langen der Maxima aus den Extinktionskurven fiir alle Substrate ermittelt. Die Probe ohne
Querlinker zeigt zwar kein ausgepriagtes Maximum im Langwelligen, dennoch absorbiert die-
se Probe im Vergleich zu Partikeln in Losung in diesem Bereich. Die Extinktion der Partikel
in Losung 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 beriicksichtigen, wurde fiir diese Probe die Extinktion
in der Mitte dieses Bereiches bei 690 nm fiir die folgenden Auswertungen verwendet.

Die Punkte der maximalen Aggregatgréfe und Extinktionswellenlange verlaufen nahezu par-
allel, was den direkten Zusammenhang, der bereits in Abbildung 5.41 erkennbar gewesen

ist, verdeutlicht.
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5 Darstellung und Diskussion der Ergebnisse

5.4.2.3 Extinktion und Partikeldichte

Fiir den Vergleich der Partikeldichte mit der Extinktion wurden die Extinktionswerte fiir die
Maxima im kurz- und langwelligen Bereich in Abbildung 5.43 aufgetragen. Die Partikeldichte
steigt zunéchst mit der Querlinkerkonzentration an und zeigt parallel zu den Extinktionen

einen maximalen Wert fiir die Probe mit 8 eq Querlinker.
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Abb. 5.43: Vergleich der Extinktion der Banden im kurzwelligen (Extp,qz,) und lang-
welligen (Ext,,q0,) Spektralbereich (linke Skala) mit der Partikeldichte fiir
die Proben mit unterschiedlichen Querlinkeranteilen (rechte Skala).

Die Zunahme der Extinktion bei Messungen in Losung steigt geméf dem LAMBERT-BEERschen

Gesetz (Gleichung 5.1) mit der Stoffkonzentration.

El’thZE'C'lK (51)
Extsp : Extinktion in Losung
€ : Extinktionskoeffizient
c : Konzentration
Ik : Schichtdicke bzw. Kiivettenldnge

Wird die Konzentration mit der Schichtdicke multipliziert, so ergibt eine Stoffmenge pro
Flache, die der Partikeldichte entspricht. Fiir den zweidimensionalen Fall kann somit das

Produkt ¢ - [ durch die Partikeldichte p ersetzt werden.
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E.%’tQD = €p P (52)
FEzxtsp : Extinktion von Partikelschichten
€2D : Extinktionskoeffizient
P : Partikeldichte

Aus Gleichung 5.2 geht hervor, dass die Extinktion proportional zur Partikeldichte ist. Die-
ses lasst sich qualitativ in Abbildung 5.43 nachvollziehen, wonach die Partikeldichte mit
der experimentell bestimmten Extinktion korreliert. Die Berechnung der Extinktionskoeffi-
zienten fiir die Extinktionen Fxt,,.,, im kurzwelligen Bereich liefert einen Mittelwert von

€2D(mazy) = 2.0 - 10" M~t-cm™! (siche Tabelle 5.3).

Tab. 5.3: Berechnete Extinktionskoeffizienten fiir die jeweiligen Querlinkeranteile und
berechneter Mittelwert € (Der Wert fiir € in Klammern berticksichtigt nur
die Proben mit mit 8 und 16 eq QL. Erlduterungen siehe Text)

QL Partikeldichte | Extpaz, | €2D(maz)
p /Partikel- pm =2 /M~tem™?
0eq 18.0 0.14 4.7-1010
8eq 256.0 0.22 5.1-10°
16eq 152.8 0.19 7.3-10°
€ 2.0 - 101
(6.2 - 10%)
1%10" T T T
E .\\. = GZD_Ex‘(maxﬂ:
—é \
-‘é LY
5 1x10°} e 1
2 —m 1
E
1x10° ! ' .
Oeq 8eq 16eq

Querlinker /eq

Abb. 5.44: Auftragung der Extinktionskoeffizienten fiir verschiedene Proben, berech-
net aus den Partikeldichten und Extinktionen bei zwei Wellenldngen.

Auffillig ist in Abbildung 5.44 der Wert fiir €2p(mae,) der Probe mit 0 eq QL. Im Hinblick auf

die Ergebnisse der zweiten untersuchten Probenreihe, die im folgenden Kapitel diskutiert
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5 Darstellung und Diskussion der Ergebnisse

werden, scheint dieser Wert ein Ausreifser zu sein. Der in Tabelle 5.3 aufgefiihrte Mittelwert
€D(mazy) = 6.2 - 107 M~t-cm™ beriicksichtigt daher nur die Proben mit 8 und 16eq. Ver-
glichen mit den Extinktionskoeffizienten der Partikel in Losung (siehe Tabelle 4.1, Seite 53)
liegt dieser Wert etwa um den Faktor 6 hoher, d.h. dass die Partikel auf den Substraten
wesentlich stirker absorbieren als in Losung. Inwieweit dieser Effekt auf das Substratmateri-
al zuriickgeht, miisste durch weitere Messungen mit unterschiedlichen Substraten iiberpriift

werden.

5.4.2.4 Extinktion und Aggregatgrolle

Im vorangegangenen Kapitel wurde der Zusammenhang zwischen Partikeldichte und Extink-
tion aufgezeigt. Dabei wurde zunéchst nur von einer gemittelten Partikeldichte ausgegangen,
die alle Partikel einschloss, unabhéngig 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 liefe, sollte auch die Partikeldichte einzelnen liegender Partikel mit dieser
korrelieren. Analog sollte dieses auch fiir die Partikeldichte aus Partikeln in Aggregaten und

die Extinktion im langwelligen Bereich gelten.

Partikel gesamt

IAU ) | B(2-320) 1,

A =20, B(3-320) ,

| A(1-3) L} B(4-320) |
Partikeldichte aus Partikeldichte aus
einzelnen Partikeln groReren Aggregaten

und kleinen Aggregaten

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 gréfere Aggregate zusammengefasst.
Die Zahlen in den Klammern geben die beriicksichtigten Aggregatgrofsen
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
fiir einzelne Partikel und kleine Aggregate und B fiir kleine und grofe Aggregate) aufgefiihrt.

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 gegeniibergestellt.
Fiir 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 gegeniibergestellten Partikeldichten A(1),
A(1-2), A(1-3), A(1-4) und A(1-5); dabei bedeutet 1, dass die Partikeldichte ausschlieflich
aus einzelnen Partikeln berechnet wurde. In A(1-2) wurden sowohl einzelne Partikel, als

auch Partikelpaare berticksichtigt. Fiir A(1-3), A(1-4) und A(1-5) wurde analog verfahren.
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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), Erlauterungen siehe Text. Zur besseren Orientie-
rung wurden Verbindungslinien zwischen den Proben eingefiigt.).

Aufgrund der unterschiedlichen Partikeldichten fiir die gew#hlten 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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5 Darstellung und Diskussion der Ergebnisse

mum wurde auf die maximale Extinktion der Probe mit 8 eq Querlinker normiert. Wenn die
Extinktion nach Gleichung 5.2 iiber den Extinktionkoeffizienten proportional zur Partikel-
dichte ist, sollten die Graphen beider Grofsen nach der Normierung moglichst deckungsgleich
verlaufen. Diese Bedingung ist dann am Besten erfiillt, wenn nur einzelne Partikel beriick-
sichtigt werden (A(1)). Je mehr Partikel aus Aggregaten in die Partikeldichte aufgenommen

werden, desto grofser wird die Abweichung.

In gleicher Weise wurde dann fiir 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 gegeniibergestellt sind.
Die Bereiche B(2-320) und B(6-320) sollten an A(1) und A(1-5) anschliefsen, um alle Partikel
der jeweiligen Probe zu beriicksichtigen. B(2-5), B(2-10) und B(10-320) dienten zusétzlich
zur Untersuchung, ob die Extinktion im Langwelligen im Wesentlichen eher durch Partikel

in kleinen oder grofseren Aggregaten bestimmt wurde.
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Abb. 5.47: Vergleich der Extinktionen im langwelligen Spektralbereich (linke Skala)
mit partitionierter Partikeldichte (rechte Skalen, v.1.n.r.: B(2-320), B(6-
320), B(2-5), B(2-10), B(10-320), Erlduterungen siehe Text).

Nach der Normierung der Partikeldichte auf die Extinktion der Probe mit 8 eq QL stimmt
die Extinktion fiir die Probe mit 0 eq QL mit der Partikeldichte iiberein. Dieses kann dadurch

erklart werden, dass diese Probe nahezu keine Aggregate und ebenfalls keine Extinktion im
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langwelligen Bereich aufweist. Die beste Ubereinstimmung der Graphen zeigt sich fiir 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 groferen Aggregate berticksichtigen, liegen oberhalb der Extinktion
und zeigen die schlechteste Ubereinstimmung. Der Wert des Bereichs B(2-320), der alle Par-
tikel, die in Aggregaten vorlagen, einschlieft, liegt erwartungsgeméf zwischen diesen beiden
Extremen. Das bedeutet, dass die zunéchst getroffene Annahme, dass alle Partikel in die
Extinktion eingehen, zumindest fiir die betrachtete Wellenldnge im ldngerwelligen Bereich
nicht zutreffend ist. Die groferen Aggregate besitzen offenbar keinen oder nur geringen Ein-
fluss auf die Extinktion in diesem Bereich.

Die besten Ubereinstimmungen fiir die Bereiche A und B sind in Abbildung 5.48 aufgetragen.
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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 beeinflusst. Offensichtlich hatten bereits Aggregate aus zwei
Partikeln einen starkeren Effekt auf die Extinktion im Langwelligen als im Kurzwelligen.
Die Extinktion im Kurzwelligen scheint im Wesentlichen durch einzelne Partikel dominiert

zu werden, wihrend im Langwelligen iiberwiegend kleinere Aggregate dominieren.
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5 Darstellung und Diskussion der Ergebnisse

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 Objektgrofe ist abhingig vom apparativen Aufbau und
liegt bei etwa 20nm [52,200]. Damit hidtte man bei den hier vorliegenden Substraten nur Ag-
gregate sehen und spektroskopieren kénnen. Die entsprechenden Spektren sind in Abbildung

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

Ein weiterer wesentlicher Unterschied zu den Hellfeld-Spektren ist, dass es sich um Emis-
sionsspektren handelt. Wahrend die Extinktionsspektren auf das Substrat und die Lampe
referenziert worden waren, sind hier die nichtkorrigierten Spektren zu sehen. Diese zeigen
fiir alle Proben und ein leeres Substrat einen durchgehenden Emissionsuntergrund, der auf
die Streueffekte des Substrates zuriickzufiihren ist. Die Intensitits-Reihenfolge der Spektren
zeigt, dass die Probe mit groferen Aggregaten (16eq QL) die hochste 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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5.4 2D-Systeme

kann hier ein qualitativer Zusammenhang zwischen der Anzahl groferer Aggregate und der

Emissionsintensitdt nachvollzogen werden.

5.4.2.6 Mikroskopie und UV /Vis-Spektroskopie im Dunkelfeld mit

Polarisationsfilter

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 Polarisationsfilters in den Strahlengang der Beleuchtung im Dun-
kelfeld war mit dem verwendeten Gerét nicht moglich. Es konnte dem UV /Vis-Detektor aber

ein Filter vorgeschaltet werden.

0,20 . ' : : T
----- mit Polarisationsfilter
—— ohne Polarisationsfilter
0,19
=
< 0,18
c
Ke]
g
= 0,17
w
0,16}.-+
0,15} i
1 1 1
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Abb. 5.50: UV /Vis-Spektren der Probe mit 16 eq QL im Dunkelfeld mit und ohne
Polarisationsfilter.

In allen Féllen zeigen die Spektren ohne Polarisationsfilter eine geringere Emission. Dar-
iiber hinaus kann keine Winkelabhéngigkeit beobachtet werden, d.h. die Orientierung und
Zusammensetzung der Aggregate weist keine Vorzugsrichtung auf. Dieses stimmt mit den

AFM-Daten iiberein.
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5 Darstellung und Diskussion der Ergebnisse

5.4.3 Zweite Probenreihe

5.4.3.1 Rasterkraftmikrosko

Zum Vergleich wurde eine zweite Probenreihe II untersucht, die vom Kooperationspartner
zum Ende der vorliegenden Arbeit zur Verfiigung gestellt worden ist. Diese Gegeniiberstel-
lung mit der Probenreihe I sollte zeigen, ob sich der qualitative Zusammenhang zwischen

strukturellen Merkmalen und optischen Eigenschaften nachvollziehen lésst.

In den AFM-Untersuchungen (siche Abbildung 5.52) von Probenreihe II ist zunéchst zu se-

hen, dass die Belegung der Oberfliche mit zunehmendem Querlinkeranteil abnimmt (Tabelle

5.4).

Tab. 5.4: Partikeldichten und maximale Aggregatgrofsen fiir die zweite Probenreihe.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.51 grafisch dargestellt.

pie

QL Partikeldichte p maximale
/Partikel pro pm? | Aggregatgrofen
Oeq 220.9 60
deq 123.3 10
8eq 46.8 116
16 eq 37.0 8
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Abb. 5.51: Partikeldichte und maximale Aggregatgrofe fiir verschiedene Querlinker-

ﬁ\\\\\\\\\\ﬂ
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Querlinker /eq

konzentrationen.

16eq
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S0nm '
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Abb. 5.52: Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen der Substrate aus der zweiten Pro-
benreihe. Das rechte Bild zeigt einen vergroferten Ausschnitt aus dem je-
weiligen linken Bild. (A) Oeq, (B) 4eq, (C) 8eq, (D) 16 eq Querlinker (alle
bei 16 eq Immobilisierungslinker).
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5 Darstellung und Diskussion der Ergebnisse

Durch die hohe Anzahl von Partikeln in der Probe mit 0 eq QL kam es offenbar zur unspezi-
fischen Zusammenlagerung von Partikeln. Tabelle 5.4 bzw. Abbildung 5.51 zeigen aufterdem,

dass die maximale Aggregatgrdfe keine Korrelation mit dem Querlinkeranteil aufweist.

Diese Proben ermoglichten aber dennoch eine spektrale Auswertung, insbesondere die Unter-
suchung des Zusammenhangs zwischen Partikeldichte und Extinktion und eine Uberpriifung

der fiir Probenreihe I diskutierten Zusammenhénge.

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. Zusétzlich wurde hier die Mes-
sung eines nur mit der Fangersequenz 4 funktionalisierten Substrats eingefiigt. Da die DNA
in diesem Wellenldngenbereich nicht absorbiert, waren nur Einfliisse durch das Goldsubstrat

zu erwarten.

T ¥ T ' T ¥ T ¥ T
—— Substrat mit Fangersequenz 4
seeeen DBQ
0,3 ETCTELEN . 4eq -
8eq
..... 16eq
E
@®
e 02} 4
o
2
=
01}F -
D O .
500 550 600 650 700 750
A/nm

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 fillt das Spek-

trum der Probe mit 8 eq QL auf. Diese Probe weist nach Tabelle 5.4 die grofsten Aggregate
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T " T - . - . 730
—A— }"ma!?,
max. Aggregatgrolle 4720
©
100 b {710 E
=} Ao =
o> —F—aA A o
< /,-’ g-
o - 4700 :g
o Vi c
o v Q2
= @
£ 50 {690 =
4] /
o b
51 74 - 680
/
A
T T T T T T T 6?0
Oeq 4eq 8eq 16eq

Querlinker /eq

Abb. 5.54: Vergleich der maximale Aggregatgrofse und Extinktionswellenlinge im
langwelligen Spektralbereich fiir 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 offenbar die Ursache fiir die im kurzwelligen
Bereich weniger stark ausgeprigte Extinktion.

Des weiteren zeigen die Untersuchungen, dass die Lage des Extinktionsmaximums im Lang-
welligen nicht eindeutig bestimmbar ist. Die ermittelten Wellenlingen der Maxima korrelie-

ren nicht mit der Aggregatgrofe (sieche Abbildung 5.54).

5.4.3.3 Extinktion und Aggregatgrole

Ein weiterer Aspekt der Untersuchungen war die Korrelation der Partikeldichte mit der
Extinktion. Die Partikeldichte wurde hierfiir wieder in zwei Bereiche A und B aufgeteilt
und den jeweiligen Extinktionen im kurz- und langwelligen Spektralbereich gegeniibergestellt
(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 gegeniibergestellt. Wie schon in Probenreihe
I folgt die Partikeldichte aus einzelnen Partikeln dem charakteristischen Verlauf der Extink-

tion.
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5 Darstellung und Diskussion der Ergebnisse
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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-
lauterungen siehe Text).
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Abb. 5.56: Partikeldichte im Vergleich mit der Extinktion im langwelligen Spektralbe-
reich (rechte Skalen, v.1.n.r.: B(2-112), B(6-112), B(2-5), B(2-25), B(25-
112), Erlauterungen 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 gegeniibergestellt.
Die Bereiche wurden hier so ausgewiéhlt, dass zum einen Partikel aus kleineren (B(2-5) und
B(2-25)) und zum anderen aus groferen (B(6-112) und B(25-112)) Aggregaten zusammen-

gefasst wurden.
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5.4 2D-Systeme

Die Partikeldichten aus B(2-5) und B(2-25) folgen dem charakteristischen Verlauf der Ex-
tinktion, wihrend die Partikeldichten aus B(6-112) und B(25-112) deutlich davon abweichen.
Im Vergleich der beiden gewahlten Bereiche aus einerseits kleinen und andererseits groferen
Aggregaten fillt wie in Probenreihe I die bessere Ubereinstimmung kleinerer Aggregate mit

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

Trotz unterschiedlicher Partikeldichten bzw. maximaler Aggregatgrofen beider Probenrei-
hen konnen drei wesentliche Aussagen beim Vergleich der partitionierten Partikeldichten

mit der Extinktion abgeleitet werden:

e Es lisst sich ein Zusammenhang der Extinktionen im kurz- und langwelligen Bereich

mit einer Aufteilung der Partikeldichte aufzeigen.

e Die Extinktion im kurzwelligen wird dabei im Wesentlichen durch einzelne Partikel

bestimmt, wahrend im Langwelligen der Einfluss der Aggregate dominiert.

e Kleinere Aggregate scheinen bei der betrachteten Wellenldnge einen héheren Beitrag

zur Extinktion als grofere Aggregate aufzuweisen.
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5 Darstellung und Diskussion der Ergebnisse

Um diese Auswertung weiter zu verfeinern, miissten mehrere Extinktionen bei unterschied-
lichen Wellenldngen kleineren und groferen Aggregaten gegeniibergestellt werden. Damit
wiirde zusédtzlich beriicksichtigt werden, dass die Extinktionsmaxima kleinerer Aggregate bei
kiirzeren Wellenldngen liegen als die der groferen Aggregate. Dieses ist aber nicht moglich,

da hierfiir die Extinktionswellenldngen der jeweiligen Aggregatgrofen bekannt sein miissten.

5.4.3.4 Berechnung des Extinktionskoeffizienten

Die Extinktionskoeflizienten wurden auch fiir diese zweite Probenreihe berechnet und sind

in Tabelle 5.5 zusammengefasst und in Abbildung 5.58 grafisch dargestellt.

Tab. 5.5: Berechnete Extinktionskoeffizienten fiir die zweite Probenreihe.

QL Partikeldichte p | Extpa., | € D Ext(mazy)
/Partikel pro pm? /M~ tem™!
Oeq 220.9 0.30 8.1-10°
deq 123.3 0.26 1.3-101°
8eq 46.8 0.075 1.0-101°
16eq 37.0 0.14 2.3-1010
HEE 1.3-10"
1x10" T T T T
0 o €IECI Ext{max1)
§
iEH g
% | e O o . :
&
1x10° : ! ! !
Deq deq Beq 16eq

Querlinker /eq

Abb. 5.58: Berechnete Extinktionskoeffizienten fiir die zweite Probenreihe.

Der berechnete Mittelwert ist mit €(mnaqz,) = 1.6 - 10 M~ t-em™! etwas grofer als der der
ersten Reihe. Die Ursache hierfiir ist unklar. Die leeren Substrate der beiden Probenreihen

wurden zwar als Referenz fiir 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 beriicksichtigt. Auch kénnen ge-
ringe Abweichungen in der Substratpriaparation zu Abweichung zwischen den Probenreihen
fiihren.
Zum Vergleich sind die Extinktionskoeffizienten beider Probenreihen in Abbildung 5.59 dar-
gestellt.
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Abb. 5.59: Berechnete Extinktionskoeffizienten aller Proben aus beiden Probenreihen
(ausgefiillte Symbole) und berechnete Extinktionskoeffizienten aus Kapitel
4.4 (Seite 52) fiir Partikel mit Durchmessern zwischen 15 und 20 nm (nicht
ausgefiilltes Quadrat).

Da im vorangegangenen Kapitel die Extinktion im Kurzwelligen {iberwiegend einzelnen Par-
tikeln zugeordnet werden konnte, sollen abschliefsend die Extinktionskoeffizienten €3(,,44,) der
Probenreihen mit dem Extinktionskoeffizienten fiir Partikel in wissriger Losung' verglichen
werden. Die Extinktionskoeffizienten liegen (mit Ausnahme des Wertes fiir 0 eq aus der er-
sten Probenreihe) zwischen 4 - 10° und 1- 10" M~'.cm™! und sind damit etwa um einen
Faktor 4-10 grofer als der Extinktionskoeffizient fiir Partikel in wéssriger Losung. Wie be-
reits fiir die erste Probenreihe beschrieben, ist diese Abweichung vermutlich auf einen vom

Substrat verursachten Effekt zuriickzufiihren.

THier sind die Minimum /Maximum-Werte der in Kapitel 4.4 (Seite 52) aus Literaturdaten berechneten
Extinktionskoeffizienten fiir Partikeldurchmesser zwischen 15 und 20 nm aufgetragen, um die Varianz der
Literaturdaten und zuséatzlich die Partikelgréftenverteilung zu beriicksichtigen.
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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-Stringen bzw.
-Netzwerken konnten keine zufriedenstellenden Ergebnisse liefern. Die erzeugten Nanoparti-
kel zeigten eine breite Grofenverteilung. Daraus resultierend wiesen die hergestellten Struk-
turen einen inhomogenen Aufbau auf und eignen sich somit nicht in Hinblick auf eine Ver-
wendung als Nanodréhte.

Um das Problem der breiten Grofenverteilung zu umgehen, wurde ein neues Konzept ent-
wickelt, um bereits synthetisierte Nanopartikel mit einer bekannten und modifizierbaren

Grofkenverteilung 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
durchgefiihrt werden. Die Herstellung gelang dabei sowohl in Losung als auch auf verschie-

denen Substraten.
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6.3 2D-Systeme

Der Nachweis erfolgte durch abbildende Methoden wie AFM, REM und TEM. Zusétzlich zur
Abbildung der Topographie im AFM ermoglichte das Hinzuziehen der Phaseninformationen
eine Zuordnung von DNA und Partikeln innerhalb der Strukturen. Gestiitzt wurden diese
Ergebnisse durch weitere Untersuchungen im TEM und REM. Wihrend 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 Konzentrationsabhingigkeit
als auch der zeitliche Verlauf durch UV /Vis-Spektroskopie verfolgt werden. Die beobach-
tete langerwellige Verschiebung der Plasmonenresonanz der Partikel entsprach dabei den
Ergebnissen in der Literatur. Somit konnte die Hypothese, dass cis-Pt eine Vernetzung ver-
ursacht, bestétigt 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 aufgeklirt werden. Raman-, IR- und Pt!%-NMR-Messungen lie-
ferten keine weiteren Hinweise, da zum einen die Konzentrationen der Losungen unterhalb
der Nachweisgrenzen lagen, und zum anderen der hohe Gold-Anteil storte.

Die Kombination verschiedener Messmethoden erlaubt damit die Schlussfolgerung, dass sich
eindimensionale Nanodrihte aus an DNA aufgereihten Nanopartikeln mittels cis-Pt herstel-
len lassen. Auch wenn der Durchmesser der Assemblate etwas grofer als der der Partikel
ist, liegen sie momentan im Bereich der kleinsten eindimensionalen DNA-Hybridstrukturen.
Weiterfiithrende Arbeiten sollen diese zusétzlich elektrisch charakterisieren und auf ihre Ver-

wendbarkeit als Nanodrahte priifen.

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 liefsen sich mittels AFM abbilden und statistisch auswerten.
Diese Auswertung ergab einerseits, dass die maximale Aggregatgrofie und Aggregatgrofsen-

verteilung mit der Querlinkerkonzentration zusammenhéngt. Andererseits scheint die abso-
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6 Zusammenfassung und Ausblick

lute Partikeldichte nur bedingt vom Querlinkeranteil abhéngig zu sein.

Ein Gegeniiberstellung der strukturellen Merkmale mit den optischen Eigenschaften mittels
UV /Vis-Spektroskopie zeigte eine Korrelation zwischen den Aggregatgrofen /Partikeldichten
und den Extinktionsspektren. Die Extinktionsbanden in den unterschiedlichen Wellenlén-
genbereichen konnten qualitativ einzelnen und in Aggregaten vorliegenden Partikeln zuge-
ordnet werden. Weiterhin lief sich ein Zusammenhang zwischen der Partikeldichte und der
Extinktion aufzeigen. Es konnten zudem fiir die jeweiligen Probenreihen Extinktionskoeffi-
zienten ermittelt werden, die ndherungsweise mit den Extinktionskoeffizienten der Partikel
in Losung iibereinstimmen. Ursachen fiir 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 méglich. Allerdings lieflen sich
die charakteristischen Merkmale der Spektren mit Hilfe von Resultaten aus der Literatur
qualitativ nachvollziehen.

Somit konnten aus den optischen Daten Riickschliisse auf die strukturelle Beschaffenheit
immobilisierter Partikel und Partikelmonolagen gezogen werden.

Fiir analoge Systeme konnte die UV /Vis-Spektroskopie qualitativ eine hilfreiche Ergénzung
bei Untersuchungen in-situ darstellen, um z.B. weitere Aussagen iiber die Bildungspha-
se der Aggregate treffen zu konnen. Fiir eine quantitative Auswertung und theoretische
Beschreibung sowie fiir eine elektrische Charakterisierung miisste dieses Konzept auf ein

nichtmetallisches Substrat iibertragen und untersucht werden.

6.4 Ausblick

Diese Arbeit hat weitere Bausteine fiir den gerichteten Aufbau von Metall-Nanopartikel-
Assemblaten geliefert. Insbesondere die Herstellung eindimensionaler Strukturen kdnnte fiir
die Realisierung nanoelektronischer Bauelemente, die durch Selbstorganisationsprozesse ent-
stehen, von Bedeutung werden. Diese Arbeiten bilden einen Ausgangspunkt fiir ein jlingst
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 Abkurzungen und Symbole

Abkiirzungen

Abs
AFM
HOPG
CMOS
DNA
EDTA
EFM
Ext

IL
REM
NMR
PCR
QCA
QL
REM
SET
SPM
STEM

STM
TEM

Absorption

Rasterkraftmikroskop(ie)

Highly orientated pyrolytic Graphite

Complementary Metal Oxide Semiconductor
Desoxyribonucleicacid

Ethylendiamintetraacetat Dinatriumsalz

Electric Force Microscopy

Extinktion

Immobilisierungslinker (siche Seite 47)
Rasterelektronenmikroskop(ie)
Kernspinresonanzspektroskop(ie)

Polymerase Chain Reaction (Polymerase Kettenreaktion)
Quantum Cellular Automata

Querlinkerlinker (siche Seite 47)
Rasterelektronenmikroskop(ie)

Single Electron Tunneling

Rastersondenmikroskop(ie) (Scanning Probe Microscopy)
Transmissionmodus eines Rasterelektronenmikroskops (Scan-
ning Transmission Electron Mocroscopy)
Rastertunnelmikroskop(ie)

Transmissionselektronenmikroskop(ie)
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7 Abkiirzungen und Symbole

Symbole

M

NHTE O T2

Polarisierbarkeit

halber Offnungswinkel des Objektivs

Durchmesser Partikel ¢, j (2rg; ;)

Phasenverschiebung

Hohenunterschied zweier benachbarter Objekte
Geréterauschen

Summe zweier Partikelradien

Abstand zweier Partikelmittelpunkte

Permittivitat

elektrische Feldkonstante

effektive Permittivitit (Dielektrizitdtszahl)
Permittivitdt (Dielektrizitdtszahl) des umgebenden Mediums
Permittivitit (Dielektrizitdtszahl) des Substrats
Permittivitit (dielektrische Funktion)

Realteil der Permittivitét (dielektrischen Funktion)
Imaginérteil der Permittivitit (dielektrischen Funktion)
Frequenzunabhéngige Beitrége zur Permittivitéit (dielektrischen
Funktion)

Extinktionskoeffizient

Dampfungsrate

Hohe der Tunnelbarriere

Wellenldnge

reduzierte Masse

Summe der Krifte Spitze-Oberfliche
Extinktionsquerschnitt

Absorptionsquerschnitt

Streuungsquerschnitt

mittlere Stosszeit

Konstante

Kreisfrequenz einer elektromagnetischen Welle

Plasmafrequenz
Radius der Auflagefliche Spitze-Oberfléche
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Begs

Cr

Cerr

IProbe

IReferenz

k
ks
l
Ik

Llinker

Partikelfliche
erscheinende Breite
Konzentration
Lichtgeschwindigkeit
effektive Kapazitit
Kapazitit des Partikels
Kontaktkapazitat
Partikeldurchmesser
effektiver Abstand
Elementarladung
Aufladungsenergie
Energie im internen Feld

Schwingungsfrequenz

Auflosungsgrenze (kleinster unterscheidbarer Punktabstand)

PLANCKsche Konstante
Tunnelstrom

Emission der Probe
Emission der Referenz
Federkonstante
BorTzMANN-Konstante
Anzahl der Schalen
Kiivettenldnge

Lange des Linkers
effektive Masse der Elektronen
Atomanzahl im Cluster
effektiver Modulus
Brechungsindex
Elektronendichte
Partikeldichte
Einzelpolarisation
Polarisation (gesamt)
Qualitéatsfaktor

Radius Objekt (Kugel)
Radius Messspitze
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7 Abkiirzungen und Symbole

R Partikelradius

R, Quantenwiderstand

Ry Tunnelwiderstand

s Abstand

<S> Hérte einer Oberfliche

T Temperatur

t; Integrationszeit

Vo Volumen eines sphérischen Partikels

Einheiten sind, wenn nicht anders aufgefiihrt, entsprechend dem ,Systéme International

d’Unités” angegeben.

132



8 Verwendete Chemikalien,

Materialien und Gerate

8.1 Chemikalien und Materialien

Chemikalien

1-Aminoethan-2-thiol

Citronensdure Monohydrat
Ethylendiamintetraacetat Dinatriumsalz (>99%)
NaCl

Natriumborhydrid

Plasmid pBR322

reinst. Wasser (0.055 pS-cm™)

Tetrachlorgoldsdure Trihydrat
Trisodiumcitrat Dihydrat

Aldrich

Fluka

Fluka

Sigma

Aldrich

New England BioLabs
Reinstwasseranlage
USF Elga

Aldrich

Fluka

Sonstige Materialien

tapping-mode-Spitze Nanosensors

(Silizium, £ =20N- m)
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8 Verwendete Chemikalien, Materialien und Geriéte

8.2 Verwendete Gerate und Software

Gerate
AFM Nanoscope IIla, Digital Instruments*
Mikropipetten Gilson
Reinstwasseranlage Purelab Plus, USF Elga
UV /Vis-Spektralphotometer Axioplan2 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 Varian Unity 500
REM LEO Supra35VP, Zeiss SMT
REM LEO Supra 55VP, Zeiss SMT, Oberkochen
REM Hitachi 5200 mit Gatan Cryo-System,
Universitat Ulm
TEM FEI Tecnai F20 im Gemeinschaftsinstitut
fiir 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 SM'T
Origin 7.5 Origin Labs

*Sofern nicht anders angegeben befinden sich die Geréte im Institut fiir Anorganische Chemie, RWTH
Aachen
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