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Kurzfassung

Die Plasmonresonanz und der daraus resultierende hohe Absorptionsquerschnitt erlauben
es, Gold-Nanopartikel als optothermische Konverter einzusetzen und Licht effizient in
Wiérme umzuwandeln. Diese optisch induzierte Warme wird in dieser Arbeit genutzt, um
goldgebundene DNA kontrolliert zu erwidrmen und schlielich zu schmelzen. Gold-Na-
nopartikel werden somit zu optothermischen ,,Nano-Heizplatten*. Neben der optothermi-
schen Umwandlung werden die plasmonischen Eigenschaften der Nanopartikel hierbei
auch zur Detektion des Bindungszustandes der DNA eingesetzt. DNA-funktionalisierte
Gold-Nanopartikel werden durch DNA-Hybridisierung miteinander zu grolen Aggrega-
ten aus bis zu 10.000 Partikeln verbunden. Extinktionsspektren der Nanopartikel-Aggre-
gate zeigen im Vergleich zu Spektren freier Nanopartikel aufgrund der abstandsabhéngi-
gen Plasmonenkopplung eine rotverschobene und verbreiterte Plasmonresonanz. Diese
Extinktionsdnderung der Nanopartikel kann als Indikator fiir DNA-Schmelzen eingesetzt
werden, da DNA-Schmelzen zum Auflosen des Aggregatverbandes fiihrt.

In dieser Arbeit wird gezeigt, dass sowohl kontinuierliche als auch gepulste Laserbe-
strahlung mit Pulsdauern von ~100 ns ausreichend hohe Temperaturen in Aggregaten aus
Gold-Nanopartikeln erzeugt, um die DNA darin optothermisch zu schmelzen. Wahrend
im Fall kontinuierlicher Anregung eine globale, homogene Erwédrmung des gesamten
bestrahlten Volumens stattfindet, fiihrt gepulste Anregung zu einer stark lokalisierten
Erwarmung der Nanopartikel-Aggregate.

Optische Anrege-Abfrage-Experimente erlauben die zeitliche Auflésung des Aufheizpro-
zesses der Aggregate wihrend der gepulsten Anregung und der Abkiihlung der Aggregate
auf der Mikrosekunden-Zeitskala. Bei ausreichend hoher eingestrahlter Leistungsdichte
wird beobachtet, dass Gold-Nanopartikel aus dem Aggregatsverband freigesetzt werden
und die freigesetzten Partikel auf der Millisekunden-Zeitskala auseinander diffundieren.
Dies zeigt, dass wahrend der kurzen erwarmten Phase Schmelzen der DNA stattgefunden
hat. Um DNA-Schmelzen beobachten zu kénnen, muss eine bestimmte Schwelle der
eingestrahlten Leistungsdichte iiberschritten werden. Diese Schwelle hingt sowohl von
der GroBe der Aggregate als auch von der Ausgangstemperatur des Warmebades ab. Je
kleiner die Temperaturdifferenz zwischen DNA-Schmelztemperatur und Ausgangstempe-
ratur, desto geringer ist die bendtigte optisch eingestrahlte Leistungsdichte, um optother-
misches DNA-Schmelzen zu induzieren. Eine genaue Analyse dieses Verhaltens zeigt,
dass die DNA in kurzzeitig optisch erwdrmten Aggregaten bei einer ,,optothermischen
Schmelztemperatur* schmilzt, die weit iiber der ,klassischen Schmelztemperatur liegt,
die bei langsamer Erhitzung der DNA beobachtet wird. Diese erhohte optothermische
Schmelztemperatur wird durch eine numerische Modellrechnung der optisch induzierten
Temperatur in den Aggregaten bestitigt. Das hierbei verwendete Modell beriicksichtigt
sowohl die Plasmonenkopplung als auch Abschattungseffekte im Nanopartikel-Aggregat,
die aufgrund der limitierten Eindringtiefe des Heizlasers im Aggregat entstehen. Die
kurzzeitige Uberhitzung der DNA wird als Folge der limitierten chemischen Reaktions-
zeit der DNA diskutiert.

SchlieBlich wird der Nachweis einer Punktmutation in der verbindendenden DNA durch
einen einzigen Laserpuls als Anwendung des optothermischen DNA-Schmelzens vorge-
stellt.






1 Einleitung

Die DNA zweier Menschen ist in nahezu jeder ihrer 3-10° Basenpaare identisch. Es sind
kleinste Abweichungen im DNA-Muster, die zwei Individuen einzigartig und unter-
scheidbar machen. Genetische Merkmale unterschiedlichster Art ergeben sich hierbei
oftmals bereits aus der Anderung eines einzelnen DNA-Basenpaares, die auch Single
Nucleotide Polymorphisms oder SNPs genannt werden. Etwa 6 Mio. SNPs sind derzeit
bekannt und in Datenbanken verzeichnet. Welche genetische Funktion oder Auswirkung
der jeweilige SNP hat, ist jedoch nur von einem kleinen Bruchteil bekannt. Einige SNPs
sind vollkommen ungefédhrlich und bestimmen Gro3e, Haar- oder Augenfarbe eines Men-
schen. Andere SNPs sind verantwortlich fiir ein erhohtes Risiko fiir Herzinfarkt, Krebs,
Diabetes oder Trombose, fiir die Anfilligkeit auf medikamentése Nebenwirkungen oder
die Vertrdglichkeit bestimmter Medikamentengruppen. [5]

Ist die Position bekannt, an der der verantwortliche SNP auftreten kann, so kann dort
nach dem SNP gesucht werden und somit gezielt auf genetische Merkmale hin untersucht
werden. Eines der Standardverfahren zur SNP-Analyse ist die DNA-Schmelzanalyse.
Hier werden die DNA-Doppelstringe langsam, schrittweise erwidrmt, bis sie zu DNA-
Einzelstringen aufschmelzen. Die Schmelztemperatur, bei der diese Auftrennung erfolgt,
ist fuir DNA mit und ohne SNP unterschiedlich, so dass dieses Verfahren eine Unter-
scheidung von DNA mit und ohne SNP erlaubt. Das Schmelzen der DNA wird groBten-
teils durch optische Methoden beobachtet, wobei meist Farbstoffe als Indikatoren fiir den
Bindungszustand der DNA zum Einsatz kommen. [6, 7]

Gold-Nanopartikel bieten aufgrund ihrer plasmonischen Eigenschaften die Moglichkeit,

DNA-Bindungen optisch detektierbar zu machen, sind chemisch sehr stabil und kénnen
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zudem tiber Thiolbindungen gezielt mit DNA verbunden werden.[8] Die Plasmonreso-
nanz von Gold-Nanopartikeln ist eine Folge kollektiv oszillierender Elektronen im Parti-
kel und liegt im sichtbaren Spektralbereich. Die spektrale Lage des Resonanzmaximums,
sowie die Resonanzbreite sind nicht nur von Partikelgroe, -form und —material abhin-
gig, sondern insbesondere auch vom Brechungsindex der nichsten Partikelumgebung.[9,
10] Letzteres nutzt man z.B. in hochsensitiven Antikorpersensoren.[11] Eine besonders
deutliche spektrale Anderung ergibt sich, wenn man mehrere Gold-Nanopartikel so nahe
zusammenbringt, dass ihr Abstand vergleichbar zum Partikeldurchmesser wird. Dann
konnen die Partikelplasmonen koppeln und als Folge kann eine deutliche Rotverschie-
bung und Verbreiterung der Plasmonresonanz im Vergleich zu Partikeln mit grolem Ab-
stand beobachtet werden.[12, 13] Dies ist die Grundlage, um Gold-Nanopartikel als Sen-
soren fiir den DNA-Bindungszustand einzusetzen. Seit etwa zehn Jahren werden die Ein-
satzmoglichkeiten von Gold-Nanopartikeln fiir die DNA-Schmelzanalyse untersucht.
Hier trugen insbesondere die experimentellen und theoretischen Arbeiten der Mirkin-
Gruppe zum tieferen Verstindnis des Hybridsystems DNA/Gold-Nanopartikel bei.[14,
15]

Verbindet man Gold-Nanopartikel mit einzelstrdngiger DNA, so konnen zwei Partikel
durch Bildung eines DNA-Doppelstranges miteinander verbunden werden. Da jedes Par-
tikel nicht nur einen DNA-Strang trigt, sondern viele DNA-Stringe als Bindungstellen
zur Verfligung stellt, konnen sich Aggregate aus mehreren tausend Gold-Nanopartikeln
bilden. Als Folge der DNA-Bindung reduzieren sich die Abstinde zwischen den Parti-
keln. Hierdurch andert sich die Plasmonresonanz, was im Extinktionsspektrum der Na-
nopartikel beobachtet werden kann. Erhoht man nun schrittweise die Temperatur und
beobachtet dabei die Partikelextinktion, so wird bei Erreichen der DNA-Schmelztempe-
ratur die DNA-Bindung zwischen den Partikeln aufgebrochen, was zur Abstandsidnde-
rung und somit zur Extinktionsédnderung fiihrt. Dies ist das Grundprinzip der ,,klassischen
DNA-Schmelzanalyse* mit Gold-Nanopartikeln.[16]

Alle ,klassischen Schmelzanalysen von DNA beruhen auf langsamer, schrittweiser
Temperaturerhohung und regelmifBiger, optischer Bestimmung des DNA-Zustandes.
Hierfiir heizt ein Heizelement den Probenbehélter, die Pufferlosung und schlieBlich die
DNA. Da sich das Gesamtsystem im thermischen Gleichgewichtszustand befinden muss,

dauert eine ,,klassische DNA-Schmelzanalyse* typischerweise 15-60 Minuten.
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In dieser Arbeit werden Gold-Nanopartikel nicht nur als Sensoren fiir die DNA-Bindung
genutzt, sondern dienen gleichzeitig als optisch aktivierte Heizelemente oder ,,Nano-
heizplatten®. Sie ermoglichen eine lokale Erwdrmung der DNA und optothermisches
DNA-Schmelzen. Die Plasmonresonanz der Gold-Nanopartikel ermoglicht hierbei die
effiziente Umwandlung von absorbiertem Licht in Wéarme. Diese optothermische Wirme
wird genutzt, um die DNA in Nanopartikel-Aggregaten kontrolliert zu erwdrmen und bei
ausreichend optisch induzierter Temperaturerh6hung zu schmelzen. Die Pufferlosung ist
im sichtbaren Spektralbereich transparent, so dass nur die Gold-Nanopartikel das Licht
des griinen Anregelasers absorbieren und in Wiarme umwandeln. Erfolgt die optische
Anregung gepulst mit ~100 ns Pulsdauer, so bleibt wihrend des Pulses keine Zeit fiir
Wirmetransfer vom Aggregat in die Umgebung. Unter diesen Umstédnden erfolgt eine
lokale Erwdrmung der Aggregate, ohne dabei die Gesamtfliissigkeit nennenswert zu er-
hitzen. Die zu untersuchende DNA ist zwischen den Nanopartikeln gebunden, die die
Aggregate bilden, und wird somit von allen Seiten homogen geheizt.

In zeitaufgelosten Extinktionsmessungen werden die einzelnen Prozesse aufgelost, die
durch den Anregelaser in den Aggregaten induziert werden. Auf der Mikrosekunden-
Zeitskala wird das Aufheizen und Abkiihlen optisch geheizter Aggregate beobachtet. Das
Schmelzen der DNA entldsst die Nanopartikel aus dem fest gebundenen Aggregatsver-
band, woraufhin diese auf der Millisekunden-Zeitskala auseinander diffundieren. Diese
Zunahme des Partikelabstandes fiihrt zu einer messbaren, langanhaltenden Extinktions-
dnderung.

Es wird eine auf den Messdaten dieser Arbeit basierende Modellrechnung vorgestellt, die
ergibt, dass die DNA bis zu 46 °C {iber ihre ,klassische Schmelztemperatur erhitzt
werden kann ohne zu Schmelzen, wenn die Temperaturerhdhung nur fiir etwa 1 ps
anhilt. Ahnliche Effekte zeitabhiingiger Denaturierungstemperaturen sind fiir Proteine
bekannt, wurden bisher jedoch nie an DNA gezeigt. Die DNA-Uberhitzung wird in
Kapitel 6.3 diskutiert und auf die limitierte Reaktionszeit des DNA-Schmelzens
zuriickgefiihrt.

Zum Abschluss der Arbeit wird eine erste Anwendung der Methode optothermisch ge-
heizter Gold-Nanopartikel-Aggregate auf die SNP-Analyse vorgestellt. Hier zeigen erste
Experimente, dass DNA mit und ohne SNP mit einem einzigen Laserpuls unterschieden

werden konnen. Anstelle einer ,,klassischen DNA-Schmelzanalyse® mit einer Dauer von



4 Finleitung

15-60 Minuten geniigt ein Messfenster von weniger als 1 ms. Dies zeigt, dass optother-
misches DNA-Schmelzen durch optisch geheizte Gold-Nanopartikel groBes Anwen-
dungspotential fiir ultraschnelle DNA-Analysen besitzt.



2 Grundlagen

Die in dieser Arbeit vorgestellte, ultraschnelle DNA-Analyse basiert auf den plasmoni-
schen Eigenschaften von Gold-Nanopartikeln. Diese werden in zweierlei Hinsicht ausge-
nutzt: zum Einen wird hierdurch die starke, optisch induzierte, lokale Erwdrmung der
DNA erméglicht und zum Anderen erlauben sie, durch Kopplung mehrerer Partikelplas-
monen, die Detektion des Bindungszustandes der DNA. Die zum Verstindnis dieser Vor-
gdnge relevanten, plasmonischen Grundlagen werden in diesem Kapitel zusammenfas-
send behandelt. Hierbei wird zundchst die Entstehung der Plasmonresonanz in freien,
ungebundenen Gold-Nanopartikeln erldutert. Deutlich umfassendere Darstellungen
hierzu findet man z.B. in den Arbeiten von Kreibig/Vollmer [9] und Bohren/Huffmann
[10]. Welche Anderungen sich ergeben, wenn der Partikelabstand durch Aggregation
deutlich vermindert wird und somit die beteiligten Partikelplasmonen koppeln konnen,
wird in Abschnitt 2.2 behandelt.

Auf das nétige biochemische und diagnostische Basiswissen zur DNA wird in Kapitel
2.3.1 eingegangen. Schlieflich wird in 2.3.3 gezeigt, welche optischen und optothermi-
schen Effekte sich aus der Kombination der beiden Systeme Gold-Nanopartikel und DNA

ergeben.
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2.1 Freie Gold-Nanopartikel

Die optischen Eigenschaften von Gold-Nanopartikeln werden im Wesentlichen durch
kollektive Elektronenschwingungen im Nanopartikel hervorgerufen. In diesem Unterka-
pitel werden dieser Prozess und die hierdurch entstehende Plasmonresonanz in freien
Gold-Nanopartikeln betrachtet. AnschlieBend werden in Abschnitt 2.1.2 die
unterschiedlichen Dampfungsmechanismen fiir die kollektive Oszillation behandelt.
Diese sind sowohl fiir das Verstdndnis der optothermischen Eigenschaften der Nanoparti-
kel in Abschnitt 2.1.5, als auch fiir die spdtere Behandlung gekoppelter Plasmonen bei
geringem Partikelabstand in Nanopartikel-Aggregaten in Abschnitt 2.2 von grofer
Bedeutung.

2.1.1 Optische Anregung von Nanopartikeln

Die erste Verwendung von Metall-Nanopartikeln reicht bis in die Antike zuriick. Friih-
zeitig wurde erkannt, dass durch Beimischung von Stduben aus Edelmetallen bei der
Glasherstellung intensive Farberscheinungen erzielt werden konnen.[17] Dies wurde vor
allem zur Farbung von Kirchenfenstern auf beeindruckende Weise ausgenutzt. 1857 beo-
bachteten Faraday[18] und spédter Kirchner und Zsigmondy[19] eine rétlich-blduliche
Féarbung von Goldlosungen. Gustav Mie konnte fiir diese Erscheinung 1908 eine Erkla-
rung finden [20]. Er machte als Ursache eine resonante Polarisierbarkeit der Partikel ver-
antwortlich, die mit einer kollektiven Schwingung der Leitungsbandelektronen zusam-
menhéngt.

Das Grundprinzip, das den Farberscheinungen zugrunde liegt, ist in Abbildung 2.1 ge-
zeigt. Eine einfallende elektromagnetische Welle kann das Nanopartikel anndhernd kom-
plett durchdringen, da die Eindringtiefe im sichtbaren Spektralbereich in der gleichen
GroBenordnung liegt, wie die PartikelgroBe[9]. Durch das elektrische Wechselfeld wer-
den die Leitungsbandelektronen gegeniiber dem Gitter der positiv geladenen Atom-
rimpfe periodisch mit der Frequenz der einfallenden Welle ausgelenkt. Es entstehen Po-
larisationsladungen auf der Partikeloberfldche, die eine riickstellende Coulombkraft zwi-

schen den entgegengesetzten Ladungen bewirkt. Diese Kraft kann in guter Ndherung als
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Abbildung 2.1: Schematische Dar-
stellung zur Entstehung des Partikel-
plasmons. Eine elektromagnetische
Welle trifft auf das Nanopartikel, durch-
dringt dieses vollstandig und regt die
Leitungsbandelektronen zu kollektiven
Schwingungen an.

harmonisch angesehen werden.[21, 22] Das gesamte Nanopartikel ldsst sich also wie ein
harmonischer Oszillator aus kollektiv schwingenden Elektronen behandeln, der durch die
einfallende elektromagnetische Welle getrieben wird. Die beteiligten Ddmpfungsmecha-
nismen dieses Oszillators werden in Abschnitt 2.1.2 behandelt. Bei der Eigenfrequenz des
Oszillators tritt eine Resonanz in den optischen Spektren auf, die auch als Partikelplas-
monresonanz bezeichnet wird. Das zugehorige Quasiteilchen bezeichnet man als Parti-
kelplasmon, Plasmon-Polariton oder kurz Plasmon.

Die spektrale Lage der Plasmonresonanz hingt neben dem Material des Nanopartikels
insbesondere von dessen GroBle und Form ab. Da das Coulomb-Feld des polarisierten
Nanopartikels teilweise auerhalb des Nanopartikels verlduft, spielt jedoch auch das um-
gebende Medium eine wichtige Rolle fiir die spektrale Lage der Plasmonresonanz. Das
Coulomb-Feld im Auflenraum kann in Abhdngigkeit der Polarisierbarkeit des umgeben-
den Mediums abgeschirmt werden und die Riickstellkraft abschwéchen. Hierbei ist die
externe Abschirmung umso stirker, und somit die spektrale Rotverschiebung umso gro-
Ber, je groBer der Brechungsindex des umgebenden Mediums ist. [9] Auf die spektrale
Abhingigkeit des Plasmons vom umgebenden Medium wird in den folgenden Kapiteln
noch ndher eingegangen werden.

Eine gleichzeitige, phasengleiche Auslenkung der Elektronen durch das elektrische
Wechselfeld setzt voraus, dass die Phase der durchdringenden Lichtwelle im Partikel zu
einem gegebenen Zeitpunkt nur sehr geringfiigig variiert. Diese Naherung gilt jedoch nur
fiir sehr kleine Partikel. Mit zunehmender Gro3e der Nanopartikel spielt die Phasenver-
schiebung der antreibenden Welle im Partikelinneren eine immer wichtigere Rolle, da das
Feld nicht mehr homogen iiber die gesamte Partikeltiefe verteilt ist. Die Elektronen im

Partikel schwingen an der Einfallsseite des Lichts dann in einer anderen Phase als Elek-
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Abbildung 2.2: Extinktionsspektrum einer
wassrigen Losung von Gold-Nanopartikeln
mit einem Durchmesser von 40 nm. Die
Plasmonresonanz liegt bei einer Wellen-
lange von etwa 520 nm
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tronen an der Ausfallsseite. Dieser Retardierungseffekt fithrt zu einer Rotverschiebung
sowie zu einer Verbreiterung der Plasmonresonanz, die mit der PartikelgroBBe zunimmit.
[9, 23-25]

Wie in Abbildung 2.2 gezeigt, liegt die Plasmonresonanz fiir Gold-Nanopartikel mit
Durchmessern von bis zu 40 nm in wéssriger Umgebung bei einer Wellenldnge von etwa
520 nm. Sie ist sowohl in Streu- wie auch in Absorptionsspektren von Gold-Nanoparti-
keln beobachtbar. Fiir die in dieser Arbeit verwendeten Nanopartikel-Groflen spielt je-
doch der streuende Anteil kaum eine Rolle.

Gold ist ein Edelmetall der ersten Nebengruppe und seine 5d-Schale ist mit 10 Elektro-
nen komplett besetzt. Seine metallischen Eigenschaften erhélt Gold aufgrund der halbbe-
setzten 6s-Schale. Bei der plasmonischen Anregung werden Leitungsbandelektronen des
sp-Bandes kollektiv zum Schwingen angeregt. Eine zweite Art der optischen Anregung in
Gold-Nanopartikeln ist die sog. Interbandanregung. Hierbei werden einzelne 5d-Elek-
tronen in unbesetzte Zustinde des 6sp-Bandes angeregt. In Extinktionsspektren von
Gold-Nanopartikeln ist die Interbandanregung im kurzwelligen Spektralbereich bei Wel-

lenlédngen kleiner als 520 nm sichtbar.
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2.1.2 Dampfungsmechanismen der
Plasmonoszillation

Der kollektiven Elektronenschwingung wird, wie bereits in Abschnitt 2.1.1 eingefiihrt,
das bosonische Quasiteilchen Plasmon zugeordnet. Ein angeregtes Plasmon kann durch
unterschiedliche Prozesse zerfallen. Man unterscheidet hierbei strahlende und nicht-
strahlende Zerfallsprozesse. Einen Uberblick iiber die mdglichen Zerfallskanile eines
Partikelplasmons zeigt Abbildung 2.3.

Der strahlende Zerfall eines Plasmons erfolgt durch Reemission von Photonen. Diese
konnen im Fernfeld des Partikels als gestreutes Licht beobachtet werden. Im klassischen
Bild des hertzschen Dipols wird dies durch die periodische Beschleunigung der Elektro-
nen aus ihrer Gleichgewichtslage heraus beschrieben. Diese fiihrt dazu, dass das Nano-
partikel Energie in Form einer elektromagnetischen Welle abstrahlt. Auch das Streu-
spektrum weist eine deutliche Plasmonresonanz auf, wobei der Wirkungsquerschnitt fiir
die Streuung Gsye, derart grof ist, dass einzelne Gold-Nanopartikel ab einem Durchmes-
ser von 40 nm unter einem geeigneten Streulicht-Mikroskop sichtbar gemacht und

spektroskopiert werden kdnnen [26-29].

Strahlender Landau-

Zerfall V Dampfung

=~ = Erzeugung von
:> Elektron-Loch-

+ .+
Photonen + Doaren
)} \ Nichtstrahlende
Elastische Zerfalle
Streuprozesse

Dephasierung

Abbildung 2.3: Zerfallskanale des Partikelplasmons. Der strahlende
Zerfall unter Aussendung von Photonen entspricht der Streuung des
eingestrahlten Lichts. Die nichtstrahlenden Zerfalle haben eine
Absorption des Lichts zur Folge.
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Waihrend der strahlende Zerfall des Plasmons zur Streuung des einfallenden Lichts fiihrt,
absorbiert das Nanopartikel das eingestrahlte Licht beim nichtstrahlenden Zerfall des
Plasmons. Das absorbierte Licht wird anschlieend in Wéarme umgewandelt. Diese effi-
ziente Umwandlung von Licht in Wéarme ist ein fiir diese Arbeit essentieller Prozess, der
in Abschnitt 2.1.5 noch detaillierter vorgestellt wird. Zunichst werden hier jedoch die
unterschiedlichen Dampfungsprozesse behandelt, die den nichtstrahlenden Zerfall des
Plasmons zur Folge haben.

Der fiir die optothermischen Eigenschaften der Gold-Nanopartikel entscheidende Damp-
fungsmechanismus ist die Landau-Dampfung. Hierbei zerfillt das Plasmon nichtstrahlend
unter Erzeugung von Elektron-Loch-Paaren, wobei man zwischen Intraband- und Inter-
bandanregung unterscheidet. Durch Intrabandanregung werden Elektron-Loch-Paare in-
nerhalb des sp-Bandes erzeugt. Eine Interbandanregung regt Elektronen aus dem energe-
tisch tieferen d-Band in das sp-Band an und spielt bei Gold deswegen eine grof3e Rolle,
da es bei diesem Material einen energetischen Uberlapp von Plasmonresonanz und Inter-
band-Absorptionskante gibt (vgl. Abschnitt 2.1.1)[30].

Neben der Erzeugung von Elektron-Loch-Paaren, die gemeinsam mit dem strahlenden
Zerfall die dominanten Zerfallskanile in Nanopartikeln sind [29], kann es aber auch zu
unterschiedlichen elastischen Streuprozesse der oszillierenden Elektronen kommen.
Diese konnen untereinander streuen und somit aus dem Gleichtakt kommen. Eine Depha-
sierung der Kollektivbewegung ist aber auch durch Streuung mit Phononen, mit Fehl-
stellen im Gitter, mit Verunreinigungen oder der Partikeloberfliche moglich. Die Ober-
flachenstreuung wird erst bei Partikeln mit Durchmessern kleiner als etwa 10 nm relevant
und wird im Rahmen der dielektrischen Eigenschaften der Nanopartikel in Abschnitt
2.1.3 genauer behandelt.

Alle hier vorgestellten Streu- und Dampfungsmechanismen, ob strahlend oder nicht-
strahlend, bestimmen gemeinsam mit dem Retardierungseffekt die Linienbreite der Plas-
monresonanz, da hierdurch die kollektive Schwingung der Elektronen im Partikel gestort
wird und somit die Giite des Oszillators herabgesetzt wird. [23-25] Die Streu- und Dédmp-
fungsprozesse sorgen dafiir, dass nach 8-30 fs nichtkohédrent angeregte Elektronen im
Nanopartikel vorliegen[27, 31, 32]. Wie diese zur Erwdrmung des Partikels und schliel3-
lich zur Erwadrmung der Partikel-Umgebung beitragen, wird detailliert in Abschnitt 2.1.5

erlautert.
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2.1.3 Dielektrische Eigenschaften von
Gold-Nanopartikeln

Im Folgekapitel wird mit der Mie-Theorie eine analytische Mdglichkeit vorgestellt, um
exakte Losungen fiir den Extinktions- und Streuquerschnitt von Gold-Nanopartikeln zu
ermitteln. Neben geometrischen Eigenschaften wie Partikelgrofle oder —form miissen dort
insbesondere die dielektrischen Eigenschaften des Nanopartikels exakt bekannt sein.
Hierzu wird zunéchst die dielektrische Funktion von massivem Volumengold bestimmit.
Gold besitzt wie andere Edelmetalle eine hohe Ladungstrigerbeweglichkeit der quasi-
freien Leitungsbandelektronen. Diese wird makroskopisch insbesondere in der groflen
elektrischen und thermischen Leitfédhigkeit von Gold messbar. Aufgrund der hohen La-
dungstragerbeweglichkeit konnen die dielektrischen Eigenschaften gut mit den Eigen-
schaften eines freien Elektronengases angenédhert werden. Dies geschieht im klassischen
Drude-Sommerfeld Modell [9]. Es beschreibt ein Gas unabhingiger quasifreier Elektro-
nen, die unter Einfluss eines externen elektrischen Feldes beschleunigt werden und nach
einer mittleren StoBzeit 7=1/I" durch Stoe abgebremst werden. Betrachtet man zunéchst
ein einzelnes freies Elektron der Masse m, und der Ladung e im dufleren elektrischen
Feld E=Ege™, so ergibt sich als Bewegungsgleichung:

. or +mel“g =eE,e ™
or? ot
Hier beriicksichtig die Dampfungskonstante /" urspriinglich nur StoBe der Elektronen

m (2.1)

untereinander, nicht jedoch die Streuung mit Verunreinigungen oder Phononen. I" kann
unter Anwendung der Matthiesen Regel als Summe aller voneinander unabhéngigen Re-

laxationsprozesse ausgedriickt werden:
Foo = zrl = FVerunreinigungen + Fe—phonon + Fe—e (22)
i

Experimentell wird 7, durch den makroskopisch zugénglichen elektrischen Widerstand p
iiber I, = pne”m” bestimmt. Hierbei wurde bereits die effektive Elektronenmasse m"
anstelle von m, eingefiihrt. Diese ist ndtig, da die Elektronen im reellen Metallgitter auf-
grund des Einflusses der Gitterperiodizitéit nur quasifrei sind.

Die stationdre Losung von (2.1) ist die Auslenkung r des einzelnen Elektrons aus seiner
Ruhelage. Das einzelne Elektron induziert das Dipolmoment p = er. Die makroskopische

Polarisation P ergibt sich hieraus durch Multiplikation mit der Dichte » der an der Kol-
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lektivbewegung beteiligten freien Elektronen. Die dielektrische Funktion aus dem Drude-

Sommerfeld Modell erhilt man schlieBlich {iber die Beziehung

g:1+i (2.3)
&kE
zu
2 2 2
f@)=1-—2 @ ;. ol (2.4)
w*—iol, o+l wo(0*+T,?)

In (2.4) wurde unter Verwendung der Permittivitdt des Vakuums ¢, die Drude-Plasma-

Frequenz wp eingefiihrt, mit

ne?

W, = (2.5)

Eym
Die so gewonnene dielektrische Funktion des Volumengoldes zeigt jedoch bei Vergleich
mit experimentell gefundenen Werten gerade im Bereich der Interband-Absorption deut-
liche Abweichungen[33, 34]. Der Grund hierfiir liegt in der Vernachldssigung der d-
Bandelektronen im verwendeten Modell. In der Praxis greift man darum meist auf expe-
rimentell bestimmte Daten fiir ¢(w) zuriick. Als Grundlage fiir die in dieser Arbeit ver-
wendeten Werte fiir ¢(w) dienen die Werte von Johnson und Christy [35]. Selbst diese
miissen jedoch, wie im Folgenden gezeigt, noch modifiziert werden[36], da Johnson und
Christy ihre Experimente an diinnen Filmen und nicht an Nanopartikeln durchgefiihrt
haben.

Bei allen bisherigen Annahmen wurde von massivem Volumengold ausgegangen, d.h.
moglichen Streuprozessen der Elektronen an der Partikeloberfliche wurde nicht Rech-
nung getragen. Fir Volumengold erhdlt man aus der Fermi-Geschwindigkeit
vie= 1,4 nm/fs und der mittleren Relaxationszeit 7 = 29 fs eine mittlere freic Weglénge der
Elektronen von / = vyt =42 nm[31]. In Partikeln, deren Durchmesser deutlich kleiner als
[ ist, konnen Elektronen diesen Weg nicht ungestort zuriicklegen, ohne zuvor an die Par-
tikeloberflaiche zu stoBen[9]. Diese limitierte freie Weglidnge und die somit erzeugte
zusitzliche Oberflichenddmpfung wurden sowohl theoretisch [37, 38] als auch
experimentell bestétigt [39-41]. Aufgrund der Oberflichenddmpfung weicht also die
dielektrische Funktion eines Gold-Nanopartikels von der des Volumenmaterials ab. Als
Folge steigt die homogene Linienbreite der Plasmonresonanz fiir Nanopartikel mit einem

Durchmesser unter 10 nm merklich an.
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Formal bedeutet die Beriicksichtigung der Oberflichenddmpfung eine Erweiterung der
Dampfungskonstante 75, in (2.4) durch einen zusétzlichen groBenabhdngigen

Dampfungsterm I ope,siiche(r). Somit ergibt sich die gesamte Dampfung zu

T(r) =T, + Ty e (1) = T, + 4L (2.6)
: r

Die hierbei auftretende charakteristische Lange r entspricht bei sphérischen Nanoparti-
keln dem Partikelradius. Die 1/r-Abhédngigkeit resultiert aus dem Verhéltnis oberflichen-
naher Elektronen (proportional zu r?) zur Gesamtzahl der Elektronen im Partikel (propor-
tional zu r?). Die 1/r-Abhingigkeit der Oberflichenddmpfung und somit der dielektri-
schen Funktion scheint eine fundamentale Eigenschaft zu sein, auch wenn es fiir die
Oberflichendampfung an sich unterschiedliche Erkldrungsansétze gibt: Neben dem be-
reits erlduterten Effekt der eingeschrinkten mittleren freien Wegliange beruht eine andere
klassische Erkliarung der 1/r-Abhéngigkeit auf dem Impulsverlust der Elektronen bei Sto-
Ben an der Oberfldche. [42] Zudem existieren einige quantenmechanische Ansétze zur
GroBenabhdngigkeit der Plasmonddmpfung [43-46]. Der Korrekturfaktor A beschreibt
den Kohirenzverlust durch Streuprozesse an der Oberfliche und besitzt Werte in der
GroBenordnung von 1.[9] Die Werte des A-Parameters konnen je nach angewandtem
Modell variieren, insbesondere gibt es Ansétze, den A-Parameter abhidngig von der Wel-
lenlédnge zu variieren. [47, 48]

Durch einen wellenldngenabhéngigen A-Parameter A(®) besteht die Moglichkeit, auch
chemische Effekte an der Oberfldche der Nanopartikel hinreichend genau zu beriicksich-
tigen. Denn nicht nur die abrupt endende Periodizitit des Atomgitters an der Oberflache
sondern auch chemische Modifikationen der Oberfliche — im konkreten Beispiel dieser
Arbeit thiolgebundene DNA-Stringe an der Goldoberfliche — konnen die Ddmpfung der
oszillierenden Elektronen drastisch beeinflussen. Befindet sich eine Schicht aus Adsor-
batmolekiilen auf der Oberfliache, so verschiebt und verbreitert sich die Plasmonresonanz
im Vergleich zu Partikeln ohne Adsorbathiille aufgrund der sog. chemischen Dampfung.
[49] Eine besonders ausgeprigte Anderung der dielektrischen Eigenschaften tritt fiir
Nanopartikel auf, an deren Oberfldche sich Adsorbatmolekiile befinden, deren Molekiil-
orbitale fiir die Partikelelektronen energetisch zugénglich sind. [50, 51] Hierdurch kommt
es zu einer deutlichen Ausweitung der elektronischen Wellenfunktionen iiber die Parti-

keloberflache hinaus, was Kohérenzverlust der Kollektivschwingung und somit eine Re-
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sonanzverbreiterung zur Folge hat. Vereinfacht kann man von einem temporiren Elek-
tronentransfer zwischen Partikel und Adsorbatmolekiilen sprechen. Hierbei kommt es zu
inelastischer Streuung der Elektronen an der Grenzfliche, wodurch es zur Stérung der
Phasenkohirenz der Kollektivschwingung kommt.[49] Auch die chemische Dampfung
zeigt, wie die rein groBenabhdngige Oberflichendimpfung, eine 1/r-Abhingigkeit, da
auch die Anzahl der Adsorbatmolekiile mit der Oberflache zunimmt.

Somit konnen durch einen wellenlingenabhédngigen A-Parameter die individuellen expe-
rimentellen Gegebenheiten wie groBenabhingige Effekte und chemische Effekte an der
Oberflache in der dielektrischen Funktion beriicksichtigt werden. Die korrigierte die-

lektrische Funktion aus (2.4) lautet schlie8lich

2 2
Dr - Dr @2.7)

@ +io(T, + A) )
r

e(r,w)y=1- =
w*—iol (r,w)

Auf Grundlage der Literaturwerte der dielektrischen Funktion g;c von Volumengold von
Johnson und Cristy lautet die Korrektur der dielektrischen Funktion fiir Gold-Nanoparti-

kel mit Radius r und dem wellenldngenabhidngigen A-Parameter A:
2 2
£(r,0) = &, (@) + — 2~ D (2.8)

—
@ =10l i, + A(w) F)
r

In dieser Arbeit wird in Kapitel 6.2 fiir Gold-Nanopartikel mit 10 nm Durchmesser und
die dort gegebene DNA-Funktionalisierung der in Abbildung 2.4 dargestellte komplexe

Brechungsindex n =./g(r,w) verwendet, der nach (2.8) den experimentell gegebenen

Bedingungen angepasst wurde.



2 Grundlagen

15

Im (n)

2 -
korrigiert
<
[0]
x 1k
Literaturwerte
L 1 1 1
400 500 600 700

Wellenlédnge (nm)

800

Abbildung 2.4: Der komplexe Bre-
chungsindex von Gold. Die Literaturwer-
te nach Johnson und Christy (schwarz)
wurden gemaf (2.8) entsprechend den
experimentellen Gegebenheiten korri-
giert (rot). Die Werte bericksichtigen
sowohl den in Kapitel 6 verwendeten
Partikeldurchmesser von 10 nm als
auch die Funktionalisierung der Gold-
Oberflache mit DNA. Sie dienen in Ka-
pitel 6 als Grundlage fiir die Berechnung
des Extinktionsquerschnittes von Aggre-
gaten aus Gold-Nanopartikeln und der
Ermittlung des Absorptionsanteiles.
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2.1.4 Mie-Theorie

Aus der genauen Kenntnis der komplexen dielektrischen Funktion der Metall-Nanoparti-
kel lassen sich nun unter Verwendung der Maxwell-Gleichungen die optischen Eigen-
schaften metallischer Nanopartikel bestimmen. Gustav Mie beschrieb 1908 als erster eine
exakte Losung fiir die Lichtabsorption und -streuung von kleinen spharischen Metallpar-
tikeln in einem homogenen Medium.[20] Seine Beschreibung der Wechselwirkung einer
ebenen Welle mit Partikeln in der Grofenordnung der Wellenldnge des einfallenden
Lichts erlaubt die exakte Berechnung der elektromagnetischen Feldverteilung innerhalb
und auBlerhalb des Partikels sowie die Bestimmung der Absorptions- und Streuquer-
schnitte. Neben der dielektrischen Funktion des Metall-Partikels sind hierzu lediglich die
dielektrische Funktion des umgebenden Mediums sowie der Partikelradius notwendig.

Die Mie-Theorie beruht auf der Losung der Maxwell-Gleichungen in sphérischen Koor-
dinaten unter geeigneten Randbedingungen. Das Nanopartikel befindet sich als ideali-
sierte homogene Kugel im Koordinaten-Ursprung und die elektromagnetischen Felder im
Innen- und AuBlenraum des Partikels werden mit Hilfe von Kugelfachenfunktionen nach
Multipolen entwickelt. Als Randbedingung fiir die Maxwell-Gleichungen miissen die
tangentialen Feldkomponenten des elektrischen und des magnetischen Feldes an der Par-
tikeloberflaiche stetig sein.[10] Die bei der Multipolentwicklung auftretenden

Entwicklungskoeffizienten lauten auflerhalb des Partikels:

o = ML) () ¥, (O, (m) 29
m'¥; (mx)n, (x) -1, (x)'¥; (mx)
W, (m) Y, (x) - m¥, (1) ¥ ()
W, (), (x) - m, ()P, (mx)
Hierbei gibt der Index L die Multipolordnung an und m = npaiker/ Pasedivm das Verhéltnis

(2.10).

L

der komplexen Brechungsindizes von Partikel und umgebendem Medium. ¥; und 7, sind
die Riccati-Bessel-Zylinderfunktionen und ¥; und 7, deren Ableitungen nach den Ar-
gumenten in den Klammern. Der GroBenparameter x = 2zr/A gibt das Verhéltnis von
Partikelradius zur Wellenlénge des einfallenden Lichts an. Aus diesen Entwicklungskoef-

fizienten lassen sich die experimentell zugadnglichen Streu- und Extinktionsquerschnitte
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Oswew UNd 0y berechnen. Der Streuquerschnitt ist das Verhiltnis von gestreuter Leistung

Wsirew zur Bestrahlungsstérke /7

W reu 2 7Z. = 2 2
O g = —2= 22N 2L+ 1)(Ja, | + b, ]) (2.11).
1 |k | L=1
Analog ergeben sich der Extinktionsquerschnitt und daraus der Absorptionsquerschnitt:

W, 27 &

Opy =22 = 23N (2L +1)Re(a, +b,) (2.12),
1 |k| L1

O-Abs = GExt - O-Streu (213)

Hierbei ist £ der Wellenvektor der einfallenden elektromagnetischen Welle.

In die Berechung der Wirkungsquerschnitte durch (2.9) bis (2.13) gehen die experimen-
tell vorliegenden Eigenschaften wie dielektrische Funktionen von Partikel und Umge-
bung sowie der Partikelradius iiber die Grofen x und m ein, wobei ¢(w) = n(w)? gilt. Die
fiir diese Arbeit berechneten Extinktions- und Absorptionsspektren fiir ungebundene
Goldpartikel werden mit dem Programm MQMie durchgefiihrt.[52]

Eine Veranschaulichung des von Mie beschriebenen Resonanzcharakters in den Extinkti-
ons- und Streuspektren kleiner sphirischer Partikel gelingt am einfachsten in der sog.
quasistatischen Néherung. Hierbei nimmt man an, dass das streuende Partikel deutlich
kleiner ist, als die Wellenlédnge des eingestrahlten Lichts, also 2 << A. Somit kdnnen die
Phase und die Amplitude des auslenkenden Feldes im gesamten Partikel als konstant
angenommen werden, also retardierende Effekte vernachldssigt werden. In dieser Néhe-
rung konnen hohere Multipolordnungen vernachléssigt werden und es wird allein die
Dipolordnung L =1 beriicksichtigt. Der Extinktionsquerschnitt vereinfacht sich in der
Dipolndherung gravierend und zeigt dennoch fiir kleine Nanopartikel bis zu 10 nm

Durchmesser gute Ergebnisse[49]:

@ 32 £ ((0)
0, 2.14
c Medium" Partikel (51 (CU) + 25M€dmm )2 + (52 (a)))2 ( )

Hier wurde die komplexe dielektrische Funktion des Nanopartikels e(w) = ¢;(w) + ies(®w),

Ory (a))|L:l =9

das Partikelvolumen Vpy,ier = 4/3 1’1, sowie k = w/c verwendet. Aus (2.14) wird nun die
Resonanzbedingung ersichtlich, denn hierfiir muss der Nenner minimal werden. Fiir klei-
nes &(w) und eine geringe Wellenldngenabhingigkeit von &(w) vereinfacht sicht die

Resonanzbedingung fiir die Extinktion in der Dipolndherung zu: [9, 49]
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|51(a)) + 28 1ogium| = TN > E (O sonans) = —2E Medium (2.15)
Dies zeigt, dass die spektrale Lage der Resonanz von der dielektrischen Funktion der
Umgebung und des Partikels abhingig ist. (2.14) zeigt auch, dass der Imaginarteil &;(w)
der komplexen dielektrischen Funktion die fiir die Resonanzbreite verantwortliche Gréf3e
ist. Dies wird deutlich durch einen formalen Vergleich mit der Lorentzfunktion und er-
klart sich durch die physikalische Bedeutung von &,. Denn die dielektrische Funktion
&(w) beschreibt die Antwort eines Materials auf ein externes elektrisches Feld, wobei der
Realteil ¢;(w) ein MaB fiir die Polarisation des Materials ist und der Imaginérteil &;(w) die
relative Phase der Antwort zum anregenden Feld beschreibt. Somit erhhen dephasie-
rende Dampfungsmechanismen wie Streuung der Elektronen ¢»(w) und somit folglich die
Halbwertsbreite der Resonanz.[49]

Die in Kapitel 6.2 bendtigte quasistatische Polarisierbarkeit eines Nanopartikels erhélt

man aus den dielektrischen Funktionen iiber die Clausius-Mossotti-Beziehung:[9, 10, 53]

o = 4ne,r E(®) = & ptegium (2.16)
£(@) + 28 i

Diese kann entweder in Dipolndherung (L=1) aus dem Streuquerschnitt (2.11) gewonnen
werden, oder aus einem elektrostatischen Ansatz. Beide Methoden sind ausfiihrlich in
Ref. [10] hergeleitet.

Mit der Mie-Theorie steht eine analytische Methode zur Verfiigung, die es erlaubt, Ex-
tinktionsquerschnitte und -spektren fiir spharische Nanopartikel zu berechnen. Komple-
xere Probleme, wie die Situation mehrerer Nanopartikel in geringem Abstand zueinander,
bendtigen aufwindigere Methoden, die an gegebener Stelle in Kapitel 2.2.1 vorgestellt

werden.
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2.1.5 Optothermische Eigenschaften freier
Gold-Nanopartikel

Gold-Nanopartikel sind hervorragend geeignet, um Licht effizient in Warme umzuwan-
deln. Diese hohe optothermische Aktivitit beruht auf zwei bereits vorgestellten intrinsi-
schen Eigenschaften der Gold-Nanopartikel:

e Erstens ermoglicht die Plasmonresonanz eine extrem hohe Wechselwirkung der
Partikel mit Licht. Fiir die optothermischen Eigenschaften sind insbesondere die
sehr grof3en Absorptionsquerschnitte von Bedeutung und die daraus resultie-
rende hohe lokale Absorption von Photonen.

e Zweitens wird einmal absorbiertes Licht nicht — oder nur in vernachldssigbarem
Male [54] — wieder als Photolumineszenz abgestrahlt, sondern nahezu komplett
in Warme umgewandelt.

Die Plasmonresonanz sorgt dafiir, dass der Absorptionsquerschnitt eines Gold-Nanopar-
tikels den geometrischen Querschnitt um ein Vielfaches iibersteigen kann. Anschaulich
bedeutet dies, dass das Nanopartikel aufgrund seiner Abmessungen dem Lichtfluss zwar

mit seiner geometrischen Querschnittsfliche ausgesetzt ist, das Licht jedoch aus einer

=30
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Abbildung 2.5: a) Schematische Darstellung des geometrischen und des Absorptions-
Querschnittes. b) die Absorptions-Effizienz, also das Verhaltnis von Absorptionsquerschnitt
zu geometrischem Querschnitt, fiir Gold-Nanopartikel mit unterschiedlichen Durchmessern.

Absorptionseffizienz n,,
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deutlich groBeren Fliche eingesammelt wird. Dies ist in Abbildung 2.5 a) illustriert. Die
Absorptions-Effizienz  #4ps = Gups / 0Geoms also das Verhiltnis des Absorptionsquer-
schnittes aus der Mie-Theorie zum geometrischen Querschnitt ist hierbei von der Parti-
kelgrofle abhangig. 7.4 ist in Abbildung 2.5 fiir unterschiedliche PartikelgrofSen gezeigt.
Fiir Nanopartikel mit Durchmessern zwischen 10 und 60 nm steigt 74, linear mit der
Partikelgrofe.[55, 56]

Um die extrem hohe Lokalisierung der Lichtabsorption durch Gold-Nanopartikel zu ver-
deutlichen, wird im Folgenden ein Vergleich mit der Absorption durch Fluoreszenzfarb-
stoff-Molekiile angestellt:

Bei den gegebenen experimentellen Bedingungen dieser Arbeit liegen Konzentrationen
vor, die fiir freie Gold-Nanopartikel zu Abstinden zwischen einzelnen Partikeln von
mehr als 1 pm fiihren. Die durch ein Nanopartikel absorbierten Photonen N werden je-
doch auf das Partikelvolumen, also ein Kugelvolumen mit typischem Durchmesser von
20 nm gebiindelt. Der Absorptionsquerschnitt eines Fluorescein-Molekiils, also eines
typischen Fluoreszenzfarbstoffes, ist etwa 10°-fach geringer als der eines Gold-Nanopar-
tikels in der Plasmonresonanz. [57] Die gleiche Anzahl N absorbierter Photonen wird nun
selbst bei 10°-fach hoherer Konzentration von Farbstoff-Molekiilen auf ein Kugelvolu-
men von 1,5 pum Durchmesser homogen verteilt. Der somit erzeugbare Warmebeitrag
eines einzelnen Molekiils ist lokal vernachldssigbar und nur eine homogene, nichtlokale
Erwirmung des Mediums ist moglich.

Im eben genannten Beispiel wiirde im Fall der Farbstoff-Molekiile ein Grofteil der ab-
sorbierten Photonen ohnehin keinen Beitrag zur Wéarme-Erzeugung leisten, da die Ener-
gie mit teilweise sehr hoher Effizienz in Form von Photolumineszenz abgestrahlt wird.
Dieser strahlende Kanal, der fiir die optothermischen Eigenschaften einen Verlustkanal
darstellt, ist jedoch fiir Gold-Nanopartikel vernachldssigbar, wenn auch vorhanden. [54]
Um ein detaillierteres Verstindnis filir die interne Umwandlung absorbierter Photonen in
Wirme zu bekommen, werden noch einmal die nichtstrahlenden Dampfungsmechanis-
men aus 2.1.2 betrachtet, da diese fiir die optothermischen Eigenschaften von Gold-
Nanopartikeln verantwortlich sind. Nichtstrahlende Prozesse liberwiegen gegeniiber dem
strahlenden Prozess resonanter Photonenstreuung fiir Partikelgroen unter 80 nm, wie ein

Vergleich entsprechender Streu- und Absorptionsquerschnitte zeigt.[58]
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Um die teilweise sehr schnellen, internen Prozesse zu untersuchen, die schlieflich zur
Erwarmung des Partikels fiihren, wurden zahlreiche Experimente mit intensiven Femto-
sekunden-Pulsen an diinnen Goldfilmen[59-63] und spiter an Gold-Nanopartikeln
durchgefiihrt [30, 64-70]. Abbildung 2.6 zeigt eine Ubersicht iiber die unterschiedlichen
internen Prozesse, die auf einen kurzen Laserpuls folgen. Durch den kurzen Laserpuls
wird ein Teil der Leitungsbandelektronen kohdrent zum Schwingen angeregt und somit
das Partikelplasmon angeregt. Innerhalb von 8-30 fs dephasiert die kollektive Elektro-
nenschwingung. [27, 32] Diese Dephasierung wird durch zwei unterschiedliche Prozesse
bestimmt. Der strahlende Zerfall des Plasmons fiihrt Energie in Form reemittierter
Photonen vom Partikel ab und tragt somit nicht zur Erwédrmung des Partikels bei. Zerfallt
das Plasmon nichtstrahlend, so verbleibt die Energie im Partikel. Wie bereits in
Abbildung 2.3 gezeigt, stehen hierbei zwei Zerfallskandle zur Verfiigung. Entweder
zerfillt das Plasmon unter Anregung von Elektron-Loch-Paaren (Landau-Dampfung)
oder die kollektive Elektronenoszillation wird durch elastische Streuung mit Elektronen,

Phononen, Verunreinigungen oder der Partikeloberfliche geddampft. [27, 31, 32] Durch

Plasmon
inkoharent angeregte Elektronen

V und kalter Elektronensee

> = e-e-Streuung

.

b+ Dephasierung ~1ps
'} \ 8-30 fs
Strahlender /\ heiller
Zerfall Elektronensee
Photonen
e-ph-
- . Streuung
1-10 ps
) Warmeabgabe an Umgebung
Grundzustand einige 100 ps Phononen

Abbildung 2.6: Schematische Darstellung der Prozesse, die zur Erwarmung des Partikels
und anschlieBend der Umgebung fiihren.
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den nichtstrahlenden Zerfall des Plasmons geht die Kohdrenz der Elektronenoszillation
verloren und einen Bruchteil der Elektronen im Partikel wird iliber die Fermikante
angeregt. Diese inkohédrent angeregten Elektronen stehen nun im thermischen
Nichtgleichgewicht mit dem {ibrigen ,kalten Elektronensee, d.h. es gibt eine Ab-
weichung von der Fermi-Verteilung. Durch Elektron-Elektron-Streuung thermalisieren
im Folgenden thermische und nichtthermische Elektronen innerhalb von etwa 1 ps. [30,
61, 62]

Es liegt nun ein gleichmiBig heifles Elektronengas vor und die Elektronen bilden wieder
eine Fermi-Verteilung, der eine Temperatur zugeordnet werden kann. Das Elektronengas
kann hierbei Temperaturen von bis zu mehreren Tausend Grad Celsius erreichen. Zuvor
wurde bereits durch Elektron-Phonon-Streuung ein geringer Bruchteil der Anregungs-
energie von den nichtthermalisierten Elektronen an das Gitter abgegeben. Es liegt nach
der Thermalisierung der Elektronen dennoch eine Situation vor, in der sich das heif3e
Elektronengas in einem noch kalten Gitter aus lonenriimpfen befindet. Erst in den fol-
genden 0,5-10 ps wird dieses Nichtgleichgewicht durch Elektron-Phonon-Wechselwir-
kung ausgeglichen. [59, 60, 64, 68]

Diese Sequenz intern ablaufender Prozesse ist fiir Nanopartikel und Volumenmaterial
identisch. Es liegt nun ein homogen erwédrmtes Gold-Nanopartikel vor, das jedoch mit
dessen Umgebung thermisch bisher noch nicht in Wechselwirkung trat. Je nach Partikel-
grofle und umgebendem Material kiihlt nun das Nanopartikel in 10-400 ps ab und gibt so
seine Warme an die Umgebung ab. [30, 69]

Auf diese Weise erfolgt eine sehr stark lokalisierte Erwdrmung des umgebenden Medi-
ums, wobei Temperaturen von mehreren hundert Grad Celsius erreicht werden kdnnen.
Nachdem das Partikel komplett abgekiihlt ist, befindet es sich wieder im urspriinglichen
Zustand.

Das lokale Autheizen der Nanopartikel-Umgebung als Folge der Absorption eines Laser-
pulses ist einer der zentralen Punkte dieser Arbeit. Welche zusdtzlichen Auswirkungen
die starke optothermische Erhitzung auf ein Gold-Nanopartikel oder dessen Umgebung
haben kann, wird im folgenden Abschnitt zusammenfassend dargestellt:

Wird das Nanopartikel von Laserpulsen erhitzt, die kiirzer als die Relaxations- und Aus-
dehnungszeit des Ionengitters sind, konnen starke mechanische Partikelvibrationen ange-

regt werden.[67, 71-74] Bei den in dieser Arbeit verwendeten Laserpulsen von ~100 ns
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Dauer ist dieser Effekt jedoch nicht zu erwarten. Eine weitere Besonderheit optisch stark
geheizter Metall-Nanopartikel zeigt die Untersuchung von Schmelz- und Siedetempera-
turen. Durch Anregung mit Femtosekunden-Pulsen konnte z.B. gezeigt werden, dass
Wasser an der Grenzfldche zum Partikel deutlich iiber den eigentlichen Siedepunkt von
100 °C erhitzt werden kann, ohne zu sieden oder Dampfblasen zu bilden. Erst bei etwa
280 °C verdampft das Wasser explosionsartig. [70, 75, 76]

Sowohl Experimente [77, 78] als auch Simulationen [79-81] zeigen, dass Metall-
Nanopartikel bereits bei Temperaturen schmelzen, die bis zu 600 °C unter der Schmelz-
temperatur von 1064 °C des Volumenmaterials liegt.

Als Folge des Schmelzens kann es zu laserinduzierter GroBenreduktion [82, 83],
Forméanderung [84, 85], Verschmelzen mehrerer Partikel [86, 87] oder zur Fragmentie-
rung von Partikeln kommen [85, 88, 89].

Anwendung finden lasergeheizte Nanopartikel bisher im medizinischen und biologischen
Bereich [90] z.B. zur lokalen thermischen Therapie von Tumorzellen[91, 92], zur Erho-
hung der Durchldssigkeit von Zellwénden[93], zur selektiven Zerstérung von Zellen[94-
96], zur Deaktivierung von Proteinen[97, 98], zur lokalen DNA-Zerstérung in Chromoso-
men[89, 99], oder zur gesteuerten Freigabe von Substanzen aus Polymerkapseln [100-
103], wobei neben dem puren Wirmeeffekt auch die explosive Verdampfung des
umgebenden Wassers eine entscheidende Rolle spielt.

In der photothermischen Mikroskopie nutzt man die warmeinduzierte Brechnungsindex-
dnderung im umgebenden Medium, um einzelne Metall-Partikel sichtbar zu machen.
Hierdurch konnen deutlich kleinere Partikel detektiert werden, als mit klassischen Streu-
Methoden.[104]

Einige dieser Experimente wurden mit unterschiedlich langen Laserpulsen durchgefiihrt.
Hierbei zeigte sich, dass es eine entscheidende Rolle spielt, ob das Nanopartikel wahrend
des Pulses genug Zeit hat, seine Warme an die Umgebung abzugeben oder nicht.[88, 89,
98, 105, 106]

Befindet sich ein warmes Nanopartikel in einem homogenen Medium, so erfolgt der
Wirmetransport vom warmen Partikel in die kéltere Umgebung nach der kugelsymmetri-
schen Wirmeleitungsgleichung[107]

oT (r,t)

KV T(r,t)+O(r,t)=c
ot

(2.17)



24 2 Grundlagen

Hierbei sind k& die Warmeleitfiahigkeit und ¢ die Warmekapazitdt pro Einheitsvolumen.
Die Temperatur 7(r,t) sowie die Dichte der Warmeleistung Q(r,¢) sind Funktionen des
Ortes 7 und der Zeit ¢. Im Folgenden wird der Fall eines Gold-Nanopartikels mit Radius
R in einem unendlich ausgedehnten Wasserbad angenommen. Wie bereits erwéhnt er-
folgt die Warmeabgabe an die Umgebung nach einem ultrakurzen Laserpuls in weniger
als 1 ns. In dieser Arbeit werden jedoch Laserpulse mit einer Dauer von mehreren hun-
dert Nanosekunden zum Autheizen der Nanopartikel verwendet. Unter diesen Umsténden
kann vom Fall einer stationdren Temperaturverteilung um das Nanopartikel ausgegangen
werden. Die stationdre Losung von (2.17) gibt unter den gegebenen Bedingungen fiir
r > R die Temperaturverteilung
1

AT(r) = 4;{%— (2.18)

wobei Py,,, nun die zeitlich konstante Wérmeleistung ist, die vom Partikel aufgrund des

Wasser

Absorptionsquerschnittes o4, bei der Anregewellenldnge aus dem Lichtfluss 7, des auf-
heizenden Lasers aufgenommen wird:

Prwo = 11,0 1y Ag) = 11,70 13 (A )R (2.19)
Die hochste Temperatur im Medium wird an der Partikeloberfldche erreicht. Dort ergibt
(2.18) mit » = R unter Verwendung von (2.19) die Maximaltemperatur in Abhéngigkeit
der PartikelgrofB3e:

1
AYTMax (R) = Iln RT]AbS (220)

Wasser

Dies zeigt, dass die induzierte Temperaturerh6hung linear mit der Leistungsdichte des
anregenden Lasers steigt. Da 74, bei Partikelradien zwischen 5 und 30 nm etwa linear
mit zunehmendem Radius steigt[55, 56], steigt die erreichbare Maximaltemperatur an der
Partikeloberfldche bei gleicher eingestrahlter optischer Leistungsdichte etwa mit ~R2.[4]

Abbildung 2.7 zeigt das stationdre Temperaturprofil um heile Gold-Nanopartikel unter-
schiedlicher Grof3e in Wasser. Die eingestrahlte Laserleistung ist hierbei jeweils die glei-
che. Mit der PartikelgroBe nimmt nicht nur die erreichte Temperatur, sondern auch die

Reichweite der Temperaturerhohung von der Partikeloberflidche zu.
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Abbildung 2.7: Temperaturverteilung
um Goldpartikel mit 10 nm (grin) und
40 nm Durchmesser (schwarz) bei glei-
cher anregender Leistungsdichte
=1 KW/mm?. Die induzierte Tempera-
turerhéhung steigt quadratisch mit der
Partikelgrofte, der Temperaturgradient
ist umso steiler, je kleiner das Partikel
ist. Zur anschaulicheren Darstellung
wurde die Temperaturerhéhung um das
10 nm Partikel um den Faktor 16
verstarkt.

Dieses Temperaturprofil ist im Gleichgewicht sowohl unabhéngig von einem moglichen

Wirmewiderstand an der Partikeloberfliche als auch von der Warmekapazitdt des Parti-

kels. Diese spielen nur zu Beginn der Autheizphase eine geringe und meist vernachlés-

sigbare Rolle.[107] Vernachldssigt man diese beiden Aspekte, so ldsst sich (2.17) im Fre-

quenzraum losen und nach einer Laplace-Transformation erhdlt man als Naherung fiir die

zeit- und ortsabhéngige Temperaturverteilung im Auflenraum des Partikels:

T(r,t)=T, + AT(r){erfc(

v —

23Dt

o

+ —

RZ

r-R Dt jerfc( r-R */Eﬂ 2.21).

—+—
/Dt R

Hier ist T, die Temperatur in groer Entfernung zum Partikel, D = kp,ge/pcp die thermi-

sche Diffusivitdt mit der Dichte p und der spezifischen Wiarme cp. erfc ist die komple-

mentédre Fehlerfunktion. Die Losung in (2.21) entspricht der Temperaturentwicklung bei

kontinuierlichem Heizen, das zur Zeit =0 beginnt, wobei die Ausgangstemperatur 7.,

betrdgt. [107] An der Partikeloberfliche, wo die hochste Temperatur im Medium

herrscht, vereinfacht sich (2.21) mit » = R zu:

T(R,t)=T, + AT(R){I — exp[%)erfc[

- (2.22).

]

Die groflenabhéngige Abkiihlzeit nach Femtosekunden-Laserpulsen [69] legt nahe, dass

auch die Gleichgewichtsverteilung der Temperatur, abhéingig von der Partikelgrofe, nach

unterschiedlichen Zeiten erreicht wird. Dieses Verhalten wird auch aus einer genaueren
Analyse von (2.22) ersichtlich. Dort gibt
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2
r :% (2.23)

eine charakteristische Zeit fiir den Aufheizprozess an. 7 ist ein MaB fiir die Zeit, nach der
an der Partikeloberfliche die Gleichgewichtstemperatur erreicht ist, und wéchst quadra-
tisch mit der PartikelgroBe. Mit der thermischen Diffusivitit fir Wasser D = 107 m?/s
ergibt sich fiir ein Partikel mit 10 nm Durchmesser 7 = 250 ps und fiir ein Partikel mit

40 nm Durchmesser 7 = 4ns.
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2.2 Aggregate aus Gold-Nanopartikeln

Gold-Nanopartikel tragen auf ihrer Oberfliche meist stabilisierende Molekiilschichten,
wie z.B. Citrat-lonen. Diese Stabilisatoren sorgen dafiir, dass die Partikel im Regelfall
negativ geladen sind. [108-110] Die abstoBende Coulomb-Kraft zwischen benachbarten
Nanopartikeln {ibersteigt die anziehende Van der Waals Kraft, wodurch sich eine effektiv
abstoflende Kraft zwischen den Partikeln ergibt. Die Nanopartikel sind somit vor Aggre-
gation geschiitzt. Die Oberflachenladungen konnen jedoch durch Gegenionen in der Lo-
sung abgeschirmt werden. So ldsst sich z.B. durch Variation der Salzkonzentration in der
Losung die AbstoBungskraft zwischen den Partikeln einstellen. Als Folge erhohter Salz-
konzentration kommt es zur Annéherung der Partikel und schlieBlich zur Dominanz der
anziehenden Van der Waals-Kraft. Die Folge ist eine unspezifische Bildung von Aggre-
gaten.[12] Wie eine sehr dhnliche, jedoch spezifische und kontrollierte Aggregatsbildung
mit Hilfe von Biomolekiilen herbeigefiihrt werden kann, wird in Kapitel 2.3.3 beschrie-
ben. Zunéchst werden jedoch allgemein die Eigenschaften von aggregierten Gold-Nano-

partikeln beschrieben.

2.2.1 Optische Eigenschaften von Aggregaten

Wie bereits in Kapitel 2.1.1 geschildert, verlduft das Coulomb-Feld eines Nanopartikels,
das durch eine Lichtwelle von auflen polarisiert wird, auch durch den AuBlenraum des
Partikels. Bei experimentell handhabbaren Konzentrationen sind die Abstdnde zwischen
einzelnen Partikeln ein Vielfaches der Partikeldurchmesser (vgl. 2.1.5), solange die
elektrostatische Abstoung zwischen den Partikeln aufgrund niedriger Salzkonzentratio-
nen hinreichend grofB ist. Das elektromagnetische Feld im AuBlenraum eines Nanoparti-
kels wird in diesem Fall nicht durch ein anderes Nanopartikel beeinflusst, so dass ledig-
lich das einbettende Medium fiir die spektrale Lage und Breite der Plasmonresonanz eine
Rolle spielt. Werden die abstolenden Krifte zwischen den Partikeln jedoch durch hohe
Konzentrationen von Gegenionen in der Losung abgeschirmt, so ziehen sich die Partikel
aufgrund der Van der Waals-Kraft an.[13, 111] Wird nun der Partikelabstand vergleich-

bar zum Partikelradius, so befindet sich ein Nanopartikel im elektromagnetischen Auf3en-
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feld eines anderen Partikels. Die Plasmon-Oszillationen beeinflussen sich nun gegensei-
tig, die Plasmonen koppeln. Diese Kopplung und ein externer Retardierungseffekt [13]
filhren im Allgemeinen zu einer Rotverschiebung und Verbreiterung der Plasmonreso-
nanz im Vergleich zu freien Nanopartikeln.[12] Diese spektrale Anderung durch
salzinduzierte Aggregation von Gold-Nanopartikeln ist in Abbildung 2.8 dargestellt.
Beide Effekte, Rotverschiebung und spektrale Verbreiterung, sind umso deutlicher
ausgepragt, je mehr Partikel im Aggregat gebunden sind und je kleiner der
Partikelabstand ist. Entscheidend ist hierbei das Verhéltnis von Partikelradius zu Parti-
kelabstand bzw. der Volumenanteil Gold am Gesamtvolumen der Aggregate. Aggregate
aus grofleren Partikeln zeigen also bei gleichem Partikelabstand eine deutlichere Verin-
derung der Extinktionsspektren als Aggregate aus kleinen Partikeln.[112, 113]

Durch die Aggregierung und die hieraus resultierenden spektralen Anderungen kann es je
nach Wellenlidnge zu einer Zunahme oder einer Abnahme der Absorption pro Partikel
kommen.[112] Sowohl Experimente an groBen Aggregaten aus vielen hundert Gold-
Nanopartikeln [114, 115] als auch numerisch bestimmte Absorptions- und Extinkti-
onsspektren hierzu[112] zeigen neben der spektralen Rotverschiebung und Verbreiterung
der Plasmonresonanz auch eine deutliche Abnahme der Absorption und Extinktion im
spektralen Bereich der Interbandanregung (A < 520 nm). Dieser Effekt wird einem Ab-
schirmungs- oder Abschattungseffekt aufgrund der groBBen Ausmale der Aggregate zuge-
schrieben. [112] Die Eindringtiefe fiir sichtbares Licht in Volumengold ist etwa 35 nm.
[9] Fir sehr groBe Aggregate mit Durchmessern von einigen hundert oder tausend
Nanometern ist die zu durchdringende Goldschicht trotz der mit Wasser gefiillten

Zwischenrdume ein Vielfaches der Eindringtiefe. Partikel, die tief im Inneren eines

0,8
0,6 | aggregierte Abbildung 2.8: Extinktionsspektren ei-
Nanopartikel ner wassrigen Losung von Citrat-stabili-
sierten Gold-Nanopartikeln mit einem
04} Durchmesser von 10 nm ohne Salz
(schwarz) und nach Zugabe von 50 mM
Natriumchlorid (rot). Durch die Salz-Zu-
02k . gabe kommt es zur Aggregation der
’ freie Partikel und somit zur Rotverschiebung
Nanopartikel und Verbreiterung der Plasmonreso-
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Aggregates positioniert sind, oder solche, an der der Lichtquelle abgewandten Seite, sind
somit durch die anderen Partikel von der optischen Anregung abgeschirmt und tragen
somit auch nicht mehr zur Extinktion und Absorption bei. Hierdurch wird die
beobachtete Abnahme der Extinktion und Absorption im spektralen Bereich der Gold-
Interband-Absorption hervorgerufen. In Abbildung 2.8 reicht die AggregatgroBe nicht
aus, um den Abschirmungseffekt zu zeigen. Dieser Effekt wird jedoch in Abschnitt 2.3.3
in groBen DNA-gebundenen Aggregaten beobachtet werden und insbesondere in der
Modellierung der Wiarmeverteilung in groBen Aggregaten in Abschnitt 6.2 eine grofle
Rolle spielen.

Eine Moglichkeit, die elektrodynamische Wechselwirkung sphérischer Nanopartikel un-
tereinander mathematisch zu beschreiben, ist die Erweiterung der Mie-Theorie auf viele
Partikel. Das hierfiir zugrunde liegende Modell ist in Abbildung 2.9 dargestellt. Ein Parti-
kel ist nun nicht mehr nur dem elektromagnetischen Feld der einfallenden ebenen Welle
ausgesetzt, sondern auch den Feldern, die von den anderen Partikeln gestreut werden.[13,
116, 117] Die exakte Berechnung dieses Problems mit Hilfe der verallgemeinerten Mie-
Theorie basiert nun auf der Losung der Maxwellgleichungen durch die Entwicklung der
einfallenden und gestreuten Felder sowie der Felder im Partikelinneren in sphirische
Vektorwellenfunktionen. Somit ist es moglich, die tatsdchlich im Innen- und AuBlenraum
der Partikel herrschenden Gesamtfelder zu berechnen und hieraus wiederum die Streu-,
Absorptions- und Extinktionsquerschnitte der Partikelgruppe. Auf eine detaillierte ma-
thematische Ausfithrung wird in dieser Arbeit verzichtet. Hierfiir wird auf die Referenzen
[13, 116-118] verwiesen.

Die verallgemeinerte Mie-Theorie eignet sich insbesondere zur Berechnung von Spektren
kleiner, wohldefinierter Aggregate aus wenigen Partikeln wie Dimeren, Trimeren, linear
angeordneten Partikelketten[13, 119-121] oder zweidimensionalen Einzellagen von Parti-
keln[122]. Fiir sehr grofe dreidimensionale Aggregate aus vielen hundert oder tausend
Partikeln ist diese Methode jedoch aufgrund hoher Anforderungen an die
Rechenkapazitit ungeeignet.

Ein alternativer Ansatz besteht in der numerischen Losung des Vielteilchen-Problems
mittels Diskreter Dipol-Approximation (DDA). [123-125] Diese Methode, die urspriing-
lich von Purcell und Pennypacker zur Losung astrophysikalischer Probleme eingefiihrt

worden ist [126], beruht auf der Zerlegung des absorbierenden und streuenden Objektes
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///% Abbildung 2.9: Schematische Darstellung

in viele kubische Einheitselemente. Jedem Einheitselement wird ein Punktdipol mit Pola-
risierbarkeit ap zugeordnet, und die durch einfallendes Feld und gestreutes Feld der ande-
ren Punktdipole induzierte Dipol-Polarisation in den Einheitselementen wird selbstkon-
sistent bestimmt.[112, 113, 127] Die DDA erlaubt, im Gegensatz zur Mie-Theorie, auch
die Berechnung von Streu- und Absorptionsquerschnitten fiir nichtsphérische Objekte.
[128, 129] Die DDA ist allerdings nur dann eine gute Approximation, solange

‘\/gStreukiirper /\/gMed[um - 1‘ < 1 (224)
gilt.[130] Dies ist fiir einzelne Gold-Nanopartikel in wissriger Umgebung nicht gegeben,

und somit eignet sich diese Methode nicht, um einzelne Goldpartikel oder kleine Grup-
pen von Goldpartikeln in diskrete Dipole zu zerlegen und hieraus die optischen Eigen-
schaften der Goldpartikel zu berechnen. Zur Berechnung der optischen Wirkungsquer-
schnitte von sehr groen Aggregaten aus mehreren hundert oder tausend Partikeln ist die
DDA jedoch sehr gut geeignet. Hier wird nicht mehr jedes einzelne Partikel in Dipole
zerlegt, sondern jeder Einheitszelle, in der sich je ein Nanopartikel befindet, ein einziger
Dipol zugewiesen.[112, 113, 131] Der Streukorper in (2.24) ist nun das gesamte
Aggregat, das zu Teilen aus Gold und zu Teilen aus zwischenraumfiillendem Wasser
besteht. esyeurarper 1St nun eine effektive dielektrische Funktion, die die Bedingung (2.24)
erfillt. Details zur Berechnung der effektiven dielektrischen Funktion sowie zur
numerischen Losung der DDA werden in den Kapiteln 3.4 und 6.2 dargestellt.

Der Vollstiandigkeit halber seien an dieser Stelle auch die weiteren numerischen Metho-
den zur Losung allgemeiner Streuprobleme an Nanopartikeln genannt: die Multiple Mul-
tipol-Methode (MMP) [132, 133] sowie die Methode der Finiten-Differenzen im Zeitbe-
reich (FTDT)[134].
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2.2.2 Optothermische Eigenschaften von
Aggregaten

Wie bereits in Abschnitt 2.1.5 gezeigt, spielt der Abstand zwischen den einzelnen
Nanopartikeln eine wichtige Rolle fiir die Temperaturentwicklung in und zwischen den
Nanopartikeln. Fiir groe Partikelabstande tritt erst nach mehreren Mikrosekunden bis
Millisekunden eine thermische Interaktion zwischen den Partikeln auf. Ist jedoch der
Partikelabstand vergleichbar zum Partikelradius, so heizen sich die Partikel schon inner-
halb weniger Nanosekunden gegenseitig auf. Als Folge kommt es zur Akkumulation der
Wirmebeitrdge der einzelnen Partikel im Volumen der dichten Partikelansammlung. Bei
gleicher eingestrahlter optischer Leistungsdichte werden somit fiir dichte Partikelan-
sammlungen deutlich hohere lokale Temperaturen erreicht, als fiir vereinzelte Nanoparti-
kel mit groBem Abstand. Govorov zeigte in Ref. [4], dass die hierbei erreichbare
Temperatur stark von der Anordnung der Partikel abhangt. Fiir die in dieser Arbeit rele-
vanten dreidimensionalen Aggregate aus Gold-Nanopartikeln gibt Govorov die Erh6hung

der Gesamttemperatur A77,, an, mit:

AT, ~AT,,, (R)SN” (2.25) .

Hier sind a der Abstand der Partikel untereinander, N die Anzahl der im Aggregat vor-
handenen Partikel und A7), die Temperatur an der Oberflache eines einzelnen Partikels
im stationdren Zustand aus (2.20). (2.25) ist giiltig fiir N'*>>1. Abbildung 2.10 zeigt die
nach Govorov angegebene Zunahme der Gesamttemperatur mit zunehmender Partikelan-
zahl N im Aggregat. Dargestellt ist die Gesamttemperatur als Vielfaches von AT),.
Hierbei ist jedoch angenommen worden, dass sich die Absorption pro Partikel mit zu-
nehmender Partikelzahl nicht dndert. Wie in 2.2.1 erldutert, kann eine Anderung der Ab-
sorption pro Partikel jedoch sowohl aufgrund der spektralen Rotverschiebung und der
Verbreiterung der Plasmonresonanz hervorgerufen werden, als auch durch den Abschir-
mungseffekt bei besonders groen Aggregaten. Dies ist in den Berechnungen von Govo-
rov nicht berticksichtigt worden. In dieser Arbeit wird diesen Effekten in 6.2 sowohl bei
der Berechnung der aufgenommenen Laserleistung als auch bei der Modellierung der

inhomogenen Verteilung der Warme im Aggregat Rechnung getragen.
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Abbildung 2.10: Je nach Anordnung der
Nanopartikel in einem Aggregat erhoht
sich die erzielbare Gesamttemperatur auf
ein Vielfaches der Temperatur, die ein ein-
zelnes Partikel erreichen wirde. Hierflr ist
angenommen worden, dass der Parti-
kelabstand gleich dem Partikelradius ist.
Im gestrichelt angegebenen Bereich sind
die Annahmen, die in Ref. [4] gemacht
worden sind, nicht gultig.

Die Zunahme der lokalen Temperatur mit zunehmender Partikeldichte ist experimentell

an Gold-Nanopartikel-Einschliissen in Eis fiir Aggregate aus bis zu 10 Nanopartikeln

bestdtigt worden. [135] Dort hat sich gezeigt, dass die zum Schmelzen von Eis benétigte

Laserleistung sinkt, wenn die lokale Dichte der Nanopartikel steigt.
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2.3 Hybridsystem DNA/Gold-Nanopartikel

Die Desoxyribonukleinsdure (engl.: desoxyribonucleic acid, DNA) ist ein Makromolekiil,
das in fast jeder Zelle eines Lebewesens dessen genetische Informationen und somit des-
sen biologischen Bauplan tragt. Obwohl sich die DNA aus nur wenigen Grundelementen
zusammensetzt, erlaubt sie dennoch nahezu unendliche Variationsmdoglichkeiten in ihrer
Zusammensetzung, und somit ihrem Informationsgehalt. Diese Vielfalt und die Moglich-
keit, durch synthetische Herstellung beliebige Erkennungssequenzen zu erzeugen, fithrten
dazu, dass DNA inzwischen auch in der Nanotechnologie eine wichtige Rolle spielt. Dort
wird sie als individuell programmierbares, hochspezifisch bindendes Bauelement zur
Verkniipfung von Nanostrukturen[8, 136], zur Erzeugung selbstorganisierender Struktu-
ren[137, 138] und sogar zum Rechnen[139] eingesetzt. In dieser Arbeit dient die DNA
zundchst als Verbindungselement zwischen Nanopartikeln. Gleichzeitig zeigen Experi-
mente in Kapitel 7, dass das in dieser Arbeit vorgestellte Verfahren grof3es
Anwendungspotential in der Biotechnologie oder der molekularen Diagnostik hat. Dort
kann es dazu genutzt werden, um Aussagen iiber die genetische Funktion der DNA zu
treffen. Aus diesem Grund werden im folgenden Abschnitt nicht nur der Aufbau der
DNA sowie ihre grundlegenden Eigenschaften vorgestellt, sondern auch eine kurze Ein-
fiihrung zum diagnostischen Hintergrund von DNA-Analysen gegeben. In den Folgeka-
piteln wird gezeigt, wie diec DNA mit Nanopartikeln verbunden werden kann und wie
dieses so gewonnene Hybridsystem DNA/Gold-Nanopartikel schliefSlich zu groflen

Netzwerken verbunden werden kann.

2.3.1 DNA

Die DNA ist aus einer Kette von sog. Nukleotiden aufgebaut, die ihrerseits jeweils aus
dem Fiinf-Kohlenstoff-Zucker Desoxyribose, einem Phosphatrest und einer der stick-
stoffhaltigen Basen Adenin (A), Guanin (G), Thymin (T) und Cytosin (C) bestehen. Die
Enden jedes Nukleotides sind unterschiedlich und werden mit 3’ und 5’ bezeichnet. Diese

Nomenklatur stammt von der Durchnummerierung der Kohlenstoff-Atome im Zucker.
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Abbildung 2.11: Grundstruktur der DNA: a) planarisierte Darstellung der DNA-
Grundelemente: Zucker und Phosphat bilden das DNA-Ruckgrat, Wasserstoff-
Briickenbindungen zwischen den Basen binden zwei DNA-Einzelstrange zusammen. b) Der
DNA-Doppelstrang windet sich zur Doppel-Helix. ( a) nach Ref. [1], verandert; b) nach Ref.
[3], verandert))

Am 3’-C-Atom befindet sich eine OH-Gruppe und am 5’-C-Atom die Phosphatgruppe.
[140, 141]

Durch die kovalente Verbindung der OH-Gruppe mit dem Phosphatrest des nichsten
Nukleotides bilden sich Ketten, die aufgrund dieser orientierten Zusammensetzung wie-
der ein 3’- und ein 5’-Ende besitzen. Kurze DNA-Sequenzen werden auch Oligonukleo-
tide genannt. Die Phosphat-Zucker-Ketten bezeichnet man auch als Riickgrat der DNA,
da sie fiir die Langsverbindung der DNA im Einzelstrang verantwortlich sind. Die Basen
hingegen tragen zur Léngsverbindung der Nukleotidkette nicht bei. Sie konnen jedoch
durch Wasserstoff-Briickenbindungen zwei Nukleotidketten miteinander verbinden. Wie
in Abbildung 2.11 a) gezeigt, miissen die beiden Einzelstrdnge antiparallel zueinander
liegen, d.h. jeweils 3’ und 5’ Enden der beiden DNA-Einzelstrange liegen aneinander.
Zwei so verbundene DNA-Einzelstrange winden sich ineinander zu der in Abbildung
2.11 b) dargestellten Doppel-Helix. Diese von Watson und Crick 1953 entdeckte Struktur
des DNA-Doppelstranges hat einen Durchmesser von etwa 2 nm und windet sich etwa

alle zehn Basenpaare um sich selbst. Die Distanz fiir eine komplette Windung entspricht
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einer Distanz von 3,4 nm. [140, 141] Wihrend einzelstringige DNA als sehr flexibel
gilt[142], ist doppelstrangige DNA bis zu einer Lénge von 50 nm steif] 143].

Die Entdecker der DNA-Struktur fanden ebenfalls heraus, dass sich fast ausschliefllich
entweder Paare aus Adenin und Thymin (AT-Paare) oder Paare aus Cytosin und Guanin
(CG-Paare) bilden.[140] Diese Basenpaarungen bezeichnet man auch als komplementire
Basenpaare oder Watson-Crick-Basenpaare. Wie in Abbildung 2.11 a) dargestellt, unter-
scheiden sich die Basenpaare durch die Anzahl ihrer Wasserstoff-Briickenbindungen:
AT-Paare gehen zwei, CG-Paare hingegen drei Wasserstoff-Briickenbindungen ein. Aus
diesem Grund sind CG-Paare auch stabiler als AT-Paare. Dies zeigt sich bei der Tren-
nung des Doppelstranges durch Temperaturerh6hung.

Erhoht man namlich die Temperatur der DNA {iber einen bestimmten Wert hinaus, so
fiihrt dies zu einer thermischen Denaturierung der DNA, d.h. der DNA-Doppelstrang
trennt sich wieder in zwei DNA-Einzelstringe. [144-147] Diesen Vorgang bezeichnet
man auch als Dehybridisierung oder Schmelzen der DNA. Das Riickgrat der DNA und
somit die Einzelstringe bleiben hierbei intakt. Typischerweise findet der Ubergang vom
doppel- zum einzelstrangigen Zustand iiber eine Temperaturspanne von etwa 8-12 °C
statt (sieche auch Abbildung 2.14 in Abschnitt 2.3.3). Als Schmelztemperatur 7, der DNA
bezeichnet man die Temperatur, bei der sich eine Hélfte aller DNA-Stéinge eines En-
sembles im doppelstrangigen und eine Hélfte im einzelstrangigen Zustand befindet. Der
entgegengesetzte Prozess, Einzelstrange zu Doppelstrangen zu vereinen, bezeichnet man
als Hybridisierung der DNA. Je linger die DNA, desto hoher ist die Schmelztemperatur,
da mehr Basenpaar-Bindungen zur Stabilitdt des Doppelstranges beitragen. Aus oben
genanntem Grund ist aber auch bei gleicher Lange der DNA die Schmelztemperatur
umso hoher, je hoher der Anteil von CG-Paaren in der DNA ist. [6, 148-150]

Das DNA-Schmelzen und Hybridisieren wird hiufig als Zwei-Zustands-Modell beschrie-
ben.[6, 145, 147, 151] Die beiden Zustinde einzelstrangig und doppelstringig gehen
durch Offnung (oder Schmelzen) und SchlieBen (oder Hybridisieren) der DNA ineinan-
der iiber. Ein Ensemble unterliegt dynamisch stindigen Offnungs- und Bindungsprozes-
sen. Das Schmelzen und Hybridisieren der DNA-Doppelhelix ist das Resultat dieser kon-
kurrierenden, dynamischen Ereignisse. Die Offnungsrate der DNA ist k. und die Schlie-
rate k.. Beide Raten wachsen mit steigender Temperatur 7 an, wobei k. stiarker mit T an-

steigt als k. Die Schmelztemperatur T), ist die Temperatur, bei der beide Raten gleich
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groB sind. Fiir 7'< T), liberwiegen die SchlieBereignisse und der Grofiteil des Ensembles
liegt im doppelstringigen Zustand vor. Ist 7> Ty, so iiberwiegen die Offnungsereignisse
und der vorherrschende Zustand im DNA-Ensemble ist der einzelstrangige.

Aufgrund der elektrischen Ladungen der Phosphatgruppen in ihren Nukleotiden ist die
DNA negativ geladen. Um die elektrostatische AbstoBung zwischen zwei Einzelstringen
zu reduzieren und somit Hybridisierung zu ermoglichen, miissen Gegenionen in der Lo-
sung die negativen Ladungen der Phospatreste abschirmen. Dies wird durch die Anwe-
senheit von Salzen realisiert, ohne die keine Hybridisierung stattfindet. Je hoher die Salz-
konzentration, umso besser wird die Doppelhelix durch eine lonenwolke stabilisiert und
umso hoher ist folglich die Schmelztemperatur. [152, 153]

Bisher wurden nur Watson-Crick-Paare und daraus resultierende, komplementire Dop-
pelstringe vorgestellt. Sind zwei Einzelstringe zueinander an einigen wenigen Basen
nicht komplementér, so konnen sie dennoch eine Bindung zum Doppelstrang eingehen.
Im Doppelstrang entstehen dann jedoch sehr schwach gebundene Abschnitte oder Basen-
fehlstellen. Analog zum unterschiedlichen Beitrag zur Schmelztemperatur von AT- und
CG-Paaren sind nicht vollkommen komplementdre Doppelstringe weniger stabil und
haben somit eine niedrigere Schmelztemperatur als vergleichbare komplementire Dop-
pelstrange. [154, 155]

Diagnostischer Hintergrund

Die Untersuchung von Basenfehlstellen zwischen zwei DNA-Strdngen hat in der Bio-
technologie, Diagnostik und Medizin einen besonders hohen Stellenwert. Vergleicht man
die DNA von zwei Individuen, beispielsweise zwei Menschen, so stellt man fest, dass sie
nahezu identisch sind. Man entdeckt jedoch auch Regionen, in denen einzelne Basen-
paare ausgetauscht, nicht vorhanden oder eingesetzt sein kdnnen. Derartige Anderungen
nur eines Basenpaares werden auch SNP (Single Nucleotide Polymorphism) genannt. Je
nachdem, wo dieser SNP auftritt, kann er unterschiedlichste Auswirkungen auf das Indi-
viduum haben[5]: z.B. ein erhohtes Risiko fiir Krebs, Alzheimer[156], Herzinfarkt,
Trombose[157] oder Diabetes, die Vertriglichkeit bestimmter Medikamentengruppen
oder die Anfilligkeit auf medikamentdse Nebenwirkungen[158]. Andere SNPs bestim-

men GroBe, Augen- oder Haarfarbe eines Menschen. Das menschliche Genom hat 3-10°



2 Grundlagen 37

Basenpaare. Etwa 6 Mio. SNPs sind bekannt und in einem kleinen Bruchteil kennt man
auch die genetische Funktion oder Auswirkung auf das Individuum.[7]

In der Natur auftretende SNPs bedeuten jedoch noch keine Basenfehlstelle in der DNA,
da lediglich ein Watson-Crick-Basenpaar gegen ein anderes ausgetauscht wurde. Auf-
grund der enormen Linge der Gesamt-DNA wiirde sich die Schmelztemperatur der bei-
den Striange durch einen einzelnen SNP nicht unterscheiden, selbst wenn ein AT-Paar
durch ein CG-Paar ersetzt wiirde. Wie ein SNP jedoch dennoch unterschiedliche
Schmelztemperaturen erzeugen kann, wird im folgenden Beispiel erldutert. Betrachtet
wird die menschliche DNA 1 und deren komplementérer Gegenstrang 1°. Die DNA 2 und
deren komlementdrer Gegenstrang 2’ sind mit Ausnahme eines Basenpaares an der Stelle
X jeweils identisch zu 1 und 1°. Ein synthetisch hergestellter Referenzstrang R’ ist kom-
plementédr zu 1 und beinhaltet die Stelle X, ist jedoch nur wenige zehn Basenpaare lang.
Wird nun also R’ mit DNA 1 hybridisiert, so entsteht keine Basenfehlstelle im so gewon-
nenen Doppelstrang. Hybridisiert jedoch R” mit DNA 2, so entsteht eine Basenfehlstelle
und die Schmelztemperatur dieses Doppelstranges liegt unter der von R’-1. Durch Mes-
sung der Schmelztemperatur konnten also DNA 1 und 2 unterschieden werden und somit
der SNP in DNA 2 nachgewiesen werden. [155] War z.B. bekannt, dass dieses SNP an
der Stelle X als genetische Auswirkung ein erhohtes Trombose-Risiko hervorruft, so
kann dem Spender von DNA 2 dieses erhohte Risiko zugewiesen werden, dem Spender
von DNA 1 jedoch nicht.

1

5”7 .. ATT GAT AAG GAT GAG GGA TTA TTG AAT ATT GAT AAG GAT .. 3~
3” .. TAA CTA TTC CTA CTC CCT AAT AAC TTA

5”7 .. ATT GAT AAG GAT GAG GGA TTA TTG AAT ATT GAT AAG GAT .. 3~
3” .. TAA CTA TTC CTA CTC CCT AAT AAC TTA TAA CTA TTC CTA .. 57
2
1
57 .. ATT GAT AAG GAT GAG GGA TTA TTG AAT ATT GAT AAG GAT .. 3~

3” CCT AAT AAC TTA TAA CTA TTC CTA 5~
R’
Ix
2
57 .. ATT GAT AAG GAT GAG GGA TTA TTG AAT ATT GAT AAG GAT .. 3~
3” CCT AAT AAC TTA TAA CTA TTC CTA 5”

R
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Messung der Schmelztemperatur

Die Messung der Schmelztemperatur kann auf unterschiedliche Weisen geschehen. Die
direkteste Methode ist die Messung der DNA-eigenen Absorption im ultravioletten Spek-
tralbereich. Die DNA-Basen haben eine benzoldhnliche Resonanzstruktur, wodurch auch
thre optische Absorption bei etwa 260 nm erklédrt wird. Hierbei hdngt das Ausmal3 der
UV-Absorption aber wesentlich von der Sekundérstruktur der DNA ab, d.h. die Absorp-
tion eines Doppelstranges ist geringer als die Absorption der gleichen DNA im ge-
schmolzenen Zustand. Dieser Effekt wird auch als Hyperchromizitét bezeichnet. [159]
Das Schmelzen der DNA kann aber auch iiber sog. interkalierende Farbstoffe nachge-
wiesen werden, die in die Doppelhelix der DNA eindringen. Dort ist ihre Quanteneffi-
zienz bis zu zwei GroBenordnungen hoher als in Verbindung mit einzelstrangiger
DNA.[160, 161]. Daneben ist die Messung des abstandsabhéngigen Energietransfers zwi-
schen zwei unterschiedlichen Farbstoffmolekiilen, sog. FRET-Paaren, besonders ver-
breitet. Nur durch die zu untersuchende DNA werden die DNA-gebundenen FRET-Part-
ner in kleinem Abstand zueinander gehalten, und es kommt zum detektierbaren Energie-
transfer zwischen den beiden Farbstoffen. Schmilzt die DNA, so vergroBert sich der Ab-
stand und es kann kein Energietransfer mehr stattfinden.[162, 163]

Wie bereits in 2.2.1 vorgestellt, sind auch die plasmonischen Eigenschaften von Gold-
Nanopartikeln stark abstandsabhingig. Wie auch sie zur Untersuchung der DNA-
Schmelztemperatur genutzt werden konnen, wird in 2.3.3 gezeigt. Zunéchst wird jedoch
im Folgekapitel vorgestellt, wie eine Verbindung zwischen DNA und Gold-Partikeln

hergestellt werden kann.
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2.3.2 Freie DNA-funktionalisierte
Gold-Nanopartikel

Die Kombination aus Nanopartikeln und Biomolekiilen, die wie DNA sehr spezifische
Bindungseigenschaften zeigen, fiihrt zu Hybridystemen, die als Grundelemente zum
Aufbau definierter Nanostrukturen dienen. Eine ausfiihrliche Ubersicht iiber unterschied-
liche Hybridsysteme aus Nanopartikeln mit Biomolekiilen und deren Assemblierung zu
Nanostrukturen bietet Referenz [8]. Neben Gold-Nanopartikeln gibt es auch andere Me-
tall-Nanopartikel, z.B. aus Silber, Platin oder Kupfer, fluoreszierende Halbleiter-Nano-
partikel sowie magnetische Nanopartikel. Im Zusammenhang mit DNA spielen jedoch
Gold-Nanopartikel eine besonders wichtige Rolle. Griinde hierfiir sind neben ihren her-
vorragenden optischen Eigenschaften (siehe Kapitel 2.1.1) vor allem auch ihre chemi-
schen Eigenschaften. Diese Verleihen ihnen ihre hohe Stabilitét, da Gold in Wasser nicht
oxidiert und erlauben es, die Oberfldche der Nanopartikel gezielt zu modifizieren. Wie
auch Nanopartikel aus anderen Materialien, gehen Gold-Nanopartikel durch elektrostati-
sche Krifte Bindungen mit Molekiilen ein. [8] Zu dieser Bindungsart gehort auch die
unspezifische DNA-Gold-Bindung, die zur Umwicklung der Nanopartikel mit DNA
fiihrt, die in Abbildung 2.12 a) dargestellt ist. [164, 165] Die Goldoberfldche bietet je-
doch zusitzlich die Mdoglichkeit, die Nanopartikel gezielt mit Molekiilen zu funktionali-
sieren, die Schwefel- oder Thiolgruppen tragen.[166] Die starke Affinitdt zwischen Gold
und Schwefel kann z.B. dazu genutzt werden, auf Gold-Nanopartikel Proteine anzubrin-
gen, die entweder von Natur aus schwefelhaltig sind[167] oder durch chemische[168,
169] oder gentechnische[170-173] Modifikationen eine zugingliche Schwefelgruppe
tragen.

Oligonukleotide konnen derart synthetisiert werden, dass sie an einem oder an beiden
Enden eine Thiolgruppe tragen. Durch diese Modifikation wird eine spezifische Anbin-
dung der Oligonukleotide an Gold-Nanopartikel mdglich, bei der nur ein Ende an der
Goldoberfldache befestigt ist. Im Gegensatz zur unspezifischen elektrostatischen Anbin-
dung sind die Basen der DNA frei zuginglich und somit steht der Einzelstrang als funkti-

onaler Bindungspartner fiir andere komplementédre Einzelstringe zur Verfiigung.[114,
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174] Die raumliche Anordnung der DNA-Molekiile auf der sphdrischen Nanopartikel-
oberflache hingt stark von der Lédnge der DNA und der Beladungsdichte der Oberfliche
ab.[2, 174, 175] Wihrend DNA-Molekiile bei kleinen Beladungsdichten dazu neigen,
sich an die Oberfliche des Partikels zu legen (sieche Abbildung 2.12 b)), fiihren hohe
Beladungsdichten zu senkrecht zur Oberfliche abstehenden DNA-Stringen (siche
Abbildung 2.12 ¢)).

Lange DNA-Strange fiihren bei hoher Beladungsdichte dazu, dass an der Partikeloberfla-
che eine dichte ausgestreckte Struktur herrscht, wohingegen die duleren Abschnitte der
DNA frei zuginglich und flexibel sind.

Der Brechungsindex-Kontrast zwischen Wasser und DNA ist vernachldssigbar
klein.[112, 176] Die Thiolgruppe, die DNA und Gold-Nanopartikel verbindet, dndert
hingegen den Brechungsindex in der direkten Umgebung des Nanopartikels.[177] Hinzu
kommen verdnderte chemische Bedingungen an der Partikeloberfldche, die zu einer ver-
dnderten chemischen Dampfung des Partikelplasmons fiihren. Beide Effekte bewirken
eine Rotverschiebung und eine Verbreiterung der Plasmonresonanz. [178, 179] Derartige
spektrale Verdnderungen durch Oberfldchenreaktionen finden Anwendung in der Mes-
sung ankoppelnder Analyt-Molekiile. [11, 179-181]

Wie in Abbildung 2.8 gezeigt, aggregieren citratstabilisierte Gold-Nanopartikel bereits

a) b) c)

Abbildung 2.12: Funktionalisierung von Gold-Nanopartikeln mit DNA: a) Ohne Thiolgruppe
kommt es zur unspezifischen Anbindung an die Goldoberflache. b) Mit Thiolgruppe wird das
Ende der DNA an das Gold gebunden, bei kleinen Bedeckungsdichten wickelt sich die DNA
jedoch ebenfalls um das Partikel. c) Bei hohen Bedeckungsdichten stehen die DNA-Strange
aufrecht von der Oberflache ab und sind im dufleren Bereich zuganglich. ( b) und c) nach
Ref. [2], verandert)



2 Grundlagen 41

bei geringen Salzkonzentrationen von 10-50 mM. DNA-funktionalisierte Nanopartikel
sind hingegen deutlich stabiler und zeigen auch bei Salzkonzentrationen von 100-
300 mM keine unspezifische Aggregation. Dies ist eine wichtige Voraussetzung fiir die
im Folgekapitel behandelte Hybridisierung der Nanopartikel-gebundenen DNA mit freier
DNA. Denn wie bereits in 2.3.1 erldutert, miissen die negativen Ladungen der DNA-
Einzelstringe durch Gegenionen in der Losung abgeschirmt werden, um DNA-Hybridi-
sierung zu ermoglichen.

In 2.1.5 ist bereits vorgestellt worden, dass zu hohe Laserleistungen Partikel zerstdren
konnen. Experimente an DNA-funktionalisierten Gold-Nanopartikeln haben gezeigt, dass
die Gold-Schwefel-Bindung durch intensive Femtosekunden-Pulse aufgebrochen wird.
Es hat sich jedoch gezeigt, dass dies kein rein thermischer Effekt ist. Vielmehr brechen
die in 2.1.5 vorgestellten heilen Elektronen die chemische Bindung auf. Als Folge verlie-
ren die Nanopartikel ihre Stabilitdt in der salzhaltigen Losung und aggregieren. Dieser
Prozess geschieht jedoch bei optischen Leistungsdichten, die etwa sechs GroBenordnun-

gen hoher sind, als die in dieser Arbeit verwendeten.[178, 182]

2.3.3 Aggregate aus DNA-gebundenen
Gold-Nanopartikeln

Die optischen und strukturellen Eigenschaften von DNA-gebundenen Aggregaten aus
Gold-Nanopartikeln, sowie deren Einsatzmdoglichkeiten filir diagnostische und nanotech-
nologische Anwendungen wurden in den letzten zwolf Jahren sehr intensiv vor allem in
der Arbeitsgruppe von Chad Mirkin untersucht.

DNA ist aufgrund ihrer kontrollierbaren Lidnge und Zusammensetzung und den damit
verbundenen unerschopflichen Codierungsmoglichkeiten, das ideale Molekiil, um Nano-
partikel gezielt und kontrolliert zu Aggregaten zu verbinden.[114, 183-185] Der Einsatz
von DNA hat gegeniiber anderen Methoden den entscheidenden Vorteil, dass die Verbin-
dung zwischen den Nanopartikeln durch Temperaturerhohung wieder aufgebrochen wer-
den kann.[114] Die Bildung von DNA-gebundenen Nanopartikel-Aggregaten und deren
Dissoziation durch DNA-Schmelzen ist also reversibel. Dieses thermisch induzierte,

kontrollierte Auflosen der Aggregate ist nicht moglich fiir Aggregate, die durch pure
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Salzzugabe[12], durch beidseitige Thiolbindungen[186, 187] oder durch Proteine[188,
189] gebildet wurden.

Um DNA-funktionalisierte Gold-Nanopartikel gezielt zu Aggregaten zusammenzufiihren,
werden getrennt voneinander zwei Spezies von Gold-Nanopartikeln mit DNA-Einzel-
straingen funktionalisiert: Eine Spezies mit Gold-Thiolbindung am 3’-Ende und die
zweite Spezies mit Gold-Thiolbindung am 5’-Ende einer anderen, zur ersten nicht kom-
plementdren DNA. Die beiden Spezies werden gemischt und erst nach Zugabe von freier
DNA, die zu den beiden goldgebundenen Strangen komplementdr ist, entstehen Doppel-
strange, die die Nanopartikel verbinden. Da jedes Partikel je nach Grofle und Beladungs-
dichte zwischen 10 und 1000 DNA-Stringe auf der Oberflache trigt [174, 175, 185, 190],
entstehen groe Netzwerke aus bis zu hunderttausenden Nanopartikeln. Jeweils zwei
Partikel werden durch mehrere Doppelstriange miteinander verbunden.[16] Zur Entste-
hung der Aggregate gibt es verschiedene theoretische Modelle.[112, 191, 192]

Die Aggregierung fiihrt innerhalb von Minuten bis {iber Stunden zur Rotverschiebung
und Verbreiterung der Plasmonresonanz, wie sie bereits in 2.2.1 vorgestellt und in
Abbildung 2.13 dargestellt ist. Bei hohen Goldkonzentrationen sind die spektralen
Veranderungen in der Losung mit bloBem Auge als Farbumschlag von rot nach blau zu
sehen. [114, 115]

57 GAG-GGA-TTA-TTG-TTA—AAT-ATT-GAT-AAG-GAT 37
-S$-(CH,);-3”-CTC-CCT-AAT-AAC-AAT TTA-TAA-CTA-TTC-CTA-57-(CH,),-S-

~

0,8F Abbildung 2.13: a) Schematische Dar-
stellung der DNA-Bindung zwischen zwei
Nanopartikeln (nicht maf3stabsgetreu). Der
0,6 _ freie DNA-Einzelstrang (griin) bindet an
L s A die beiden goldgebundenen Strange (rot
und violett). b) Durch Hybridisierung bil-
0,4 den sich Aggregate. Das Extinktions-
L spektrum der Aggregate (blau) zeigt die
typische Rotverschiebung und Verbreite-
rung der Plasmonresonanz im Vergleich
zu den nichtaggregierten Nanopartikeln
0,0 1 . 1 . ] . ] (schwarz).
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Da doppelstrangige DNA bei den verwendeten Lingen steif ist, kann durch Variation der
DNA-Lénge der Abstand der Nanopartikel im Netzwerk eingestellt werden.[193] Hier-
durch eignen sich DNA-gebundene Nanopartikel-Aggregate hervorragend als Modell-
Struktur zum Vergleich experimentell bestimmter Spektren mit numerischen Berechnun-
gen von Aggregat-Spektren. [112, 113]

DNA-gebundene Aggregate aus Gold-Nanopartikeln wurden aus unterschiedlich gro3en
Nanopartikeln[194], aus unterschiedlich geformten Nanopartikeln [195] und mit unter-
schiedlichen Orientierungen der Nanopartikel zur DNA [185] durchgefiihrt. Auch defi-
nierte, komplexe Strukturen aus Gold-Nanopartikeln sind auf diese Weise realisierbar.
[136, 196-199]

Die optischen Eigenschaften der Aggregate hdangen stark von der Aggregatsgrof3e ab[112,
184] und dienen somit als MessgroB3e fiir den Hybridisierungszustand der DNA. Bei lang-
samer Temperaturerhdhung fithrt das Schmelzen der DNA zu kleiner werdenden Aggre-
gaten und somit zur Extinktionsédnderung. [16, 185, 200, 201] Durch Messung der
Extinktion bei langsam steigender Temperatur ldsst sich hierdurch das Schmelzen der
DNA in einer Schmelzkurve aufzeichnen. Eine derart gewonnene Schmelzkurve wird im
folgendenden dieser Arbeit als ,klassische Schmelzkurve™ bezeichnet. Wahrend DNA
nur bei etwa 260 nm eine deutliche optische Absorption zeigt, kann die durch DNA-
Schmelzen hervorgerufene Extinktionsdnderung in Gold-Aggregaten bei nahezu jeder
Wellenldnge im UV- und sichtbaren Spektralbereich beobachtet werden (siche auch Ab-
schnitt 5.2.2). In Abbildung 2.14 ist eine klassische DNA-Schmelzkurve fiir Aggregate
aus 10 nm Gold-Partikeln im Vergleich zur UV-Absorption der freien DNA ohne Gold
gezeigt. Der direkte Vergleich zeigt, dass die Schmelztemperatur der freien DNA niedri-

Abbildung 2.14: ,Klassische Schmelzkurve*
von Aggregaten aus DNA-gebundenen 10 nm
Gold-Nanopartikeln (rot). Die Anderung der
Extinktion bei 260 nm dient als Indikator fur
DNA-Schmelzen, das die Nanopartikel von-
einander l6st. Die Breite des Ubergangs ist mit
3 °C deutlich scharfer als die der nicht
goldgebundenen DNA (schwarz), die eine
Ubergangsbreite von 9°C besitzt. Die
Schmelztemperatur der nicht goldgebundenen
DNA ist zudem 2,5 °C niedriger als die der
Aggregate.
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ger ist als fiir DNA, die in Aggregaten gebunden ist. Bemerkenswert ist zudem der ex-
trem scharfe Phasentibergang der Gold-Aggregate vom gebundenen in den gelosten Zu-
stand. Dieser Ubergang ist fiir goldgebundene DNA deutlich schirfer als fiir freie DNA.
[16, 185, 190, 201, 202] Jin et al. zeigten, dass die Schérfe des Phaseniiberganges stark
von der Anzahl der DNA-Verbindungen zwischen den Nanopartikeln abhéangt. [185] Der
scharfe Schmelziibergang kann wie ein Lawineneffekt beschrieben werden. Da sich die
Doppelstrange zwischen zwei Partikeln in sehr kleinem Abstand zueinander befinden,
iiberlappen die Ionenwolken, die jede Doppelhelix umgeben.[203] Hierdurch wird jede
einzelne Helix zusdtzlich stabilisiert, was eine Erhohung der Schmelztemperatur zur
Folge hat.[16] Schmilzt ein Doppelstrang, so verringert sich die lokale Ionenkonzentra-
tion, was die Doppelstringe in der direkten Umgebung ebenfalls destabilisiert.[203]
Diese schmelzen daraufhin ebenfalls und der lawinenartige Effekt, der zu einer steilen
Schmelzkurve fiihrt, ist losgetreten.

Je hoher die Salzkonzentration, desto geringer ist die elektrostatische AbstoBung, sowohl
zwischen Nanopartikeln, als auch zwischen den DNA-Stringen. Durch Erhdhung der
Salzkonzentration erhoht sich die Anzahl der Hybridisierungsereignisse und somit die
Menge der Verbindungen zwischen Nanopartikeln.[185] Wie bei freier DNA lésst sich
folglich durch Erhéhung der Salzkonzentration die Schmelztemperatur erhdhen. Meist
werden zwischen der Thiolgruppe und der Erkennungssequenz der DNA weitere Basen
als Abstandshalter eingesetzt. Hierdurch werden zum Einen sterische Hinderung im Be-
reich der dicht gepackten DNA-Stringe an der Partikeloberfliche vermieden (siehe 2.3.2)
und zum Anderen wird hierdurch die lokale Ionendichte zwischen den Partikeln erhoht,
wodurch die Hybridisierungsrate steigt.[185]

Die Flexibilitdt der einzelstrangigen Abstandshalter hat auch Auswirkungen auf die An-
ordnung der Nanopartikel zueinander. Jiingste Arbeiten zur Kristallstruktur von DNA-
gebundenen Nanopartikel-Aggregaten haben gezeigt, dass die Einfligung flexibler Ele-
mente in der Doppelstrangmitte[204] oder zwischen Doppelstrang und Nanopartikel[205]
zu einer besser geordneten Kristallstruktur im Aggregat fiihren. Diese Arbeiten haben
auch gezeigt, dass es bei Temperaturen etwas unterhalb der Schmelztemperatur zu einer
Umstrukturierung kommt, die zu einer hoheren Ordnung im Aggregat fiihrt. Numerische
Berechnungen von Extinktionsspektren haben jedoch gezeigt, dass diese nicht von der

Kristallstruktur oder der Ordnung im Aggregat abhdngt.[112] Dennoch kommt es bei
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Temperaturen etwas unterhalb der Schmelztemperatur hdufig zu einer weiteren Zunahme
der spektralen Rotverschiebung und Verbreiterung der Plasmonresonanz. Dies wird auf
eine Art Ostwald-Reifung zurlickgefiihrt. [184] Bei diesen Temperaturen wachsen gro-
Bere Aggregate mit einem kleinen Oberfldchen-zu-Volumen-Verhiltnis auf Kosten von
kleinen Aggregaten. Die Nanopartikel sind im Inneren der Aggregate durch mehr DNA-
Strdnge miteinander verbunden und somit stabiler als Nanopartikel an der Oberfliche.
Der Phaseniibergang findet daher an der Oberflidche, dhnlich wie bei freier DNA, iiber
einen breiteren Temperaturbereich statt. Kleine Aggregate, deren Oberfldchenanteil gro-
Ber ist, 16sen sich somit bereits bei geringeren Temperaturen auf. Die so freigesetzten
Nanopartikel stehen nun als Bindungspartner zur Verfligung und lagern sich an die gro-
Ben Aggregate an, wodurch diese weiter wachsen. Als Folge entstehen durch die
Ostwald-Reifung Aggregate mit idealen Oberflichen-zu-Volumen-Verhéltnissen und
einer Grofenverteilung mit geringerer Varianz.

Wie in 2.3.1 ausgefiihrt, ist eine diagnostisch hochrelevante Anwendung von DNA-
Schmelzkurven die Unterscheidung von DNA mit und ohne Basenfehlstelle. Diese Un-
terscheidbarkeit wurde fiir DNA-gebundene Gold-Nanopartikel-Aggregate gezeigt. [16,
115, 202, 206] In diesem System konnen jedoch Basenfehlstellen in der DNA unter be-
stimmten Voraussetzungen auch zu einer Erhohung der Schmelztemperatur fithren[202],
ein Verhalten, das fiir freie DNA nicht beobachtet wird. Fiir die in Kapitel 7 untersuchte
DNA mit Basenfehlstelle wird eine niedrigere Schmelztemperatur im Vergleich zur
Basenfehlstellen-freien DNA gemessen. Die Methode der goldgebundenen DNA-
Schmelzanalyse ist gerade aufgrund ihres sehr scharfen Schmelziibergangs hochst
interessant fiir Hochdurchsatz-Messungen in der genetischen Biotechnologie.[207] Die
schiarferen Schmelziiberginge im Gegensatz zur freien DNA erlauben es, mehr
unterschiedliche DNA-Stringe im experimentell zugénglichen Temperaturbereich zu
unterscheiden und somit parallel in einer Losung zu untersuchen.[206] Dieses Verfahren
wird auch Multiplexing genannt.

DNA-gebundene Gold-Nanopartikel haben gut definierte Abstéinde zueinander[192] und
durch die Ostwald-Reifung nahezu gleichméBige Dichteverteilungen in Aggregaten glei-
cher Grofle. Es handelt sich somit um ein gut definiertes System, dessen optische und
optothermische Eigenschaften sich gut modellieren lassen.[4, 112, 113] Die

groBenabhingigen Extinktionsspektren sind bei nahezu jeder Wellenlédnge Indikator fiir
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den Hybridisierungszustand der DNA. In dieser Arbeit wird zudem die in 2.1.5 und 2.2.2
vorgestellte effiziente Umwandlung von optischer in thermische Energie durch die Nano-
partikel genutzt, um Experimente zum optothermischen DNA-Schmelzen in Aggregaten

durchzufiihren.



3 Experimentelle und numerische
Methoden

In diesem Kapitel werden die experimentellen Methoden beschrieben, die zur Herstellung
von DNA-gebundenen Aggregaten aus Gold-Nanopartikeln und deren zeitaufgeloster
optischer Untersuchung nach heizenden Laserpulsen eingesetzt wurden.

Als Grundlage fiir die zu untersuchenden Aggregate dienen Gold-Nanopartikel, die auf
ihrer Oberfliche DNA-FEinzelstringe tragen. Die Funktionalisierung der Gold-Nanopar-
tikel mit thiolmodifizierter DNA wird im ersten Abschnitt dieses Kapitels beschrieben.
Anschlieffend erfolgt eine Beschreibung der Aggregat-Bildung aus dem Hybridsystem
DNA/Gold-Nanopartikel durch Zugabe von Verbindungs-DNA.

In dieser Arbeit werden die optischen Eigenschaften der DNA-gebundenen Aggregate
nach kontinuierlicher und gepulster optothermischer Anregung untersucht. Hierzu wurde
ein System aufgebaut, das die optothermisch induzierte Extinktionsdnderung des Hybrid-
systems entweder spektral oder zeitlich auflost. Dieser optische Aufbau wird in Abschnitt
3.3 vorgestellt.

Schlieflich werden in den Abschniten 3.4 Details zur Anwendung der Diskreten Dipol
Approximation und in 3.5 eine kurze Ubersicht iiber das numerische Verfahren der

finiten Elemente vorgestellt.
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3.1 Funktionalisierung von Gold-

Nanopartikeln mit DNA

Das im Folgenden beschriebene Verfahren zur DNA-Funktionalisierung von Gold-Nano-
partikeln wurde in Zusammenarbeit mit Ralph Sperling und Wolfgang Parak im Rahmen
des Sonderforschungsbereiches 486 B3 durchgefiihrt.

Gold-Nanopartikel kénnen heute in einer Grole von 1-100 nm in nahezu jedem Losungs-
mittel in einer Vielzahl synthetischer Methoden hergestellt werden. Die in dieser Arbeit
verwendeten Gold-Nanopartikel wurden von der Firma BBI [208] bezogen. Die
Nanopartikel mit einem Durchmesser von 10 nm liegen Citrat-stabilisiert in wéassriger
Losung vor, wobei die Citrationen an der Partikeloberflidche eine elektrostatische Absto-
Bung zwischen den Partikeln hervorruft, die der Stabilisierung der Partikel dient (vgl.
Kapitel 2.2). Durch Modifizierung der Partikeloberflaiche mit Phosphin (engl: 4,4’-(phe-
nylphosphinidene)-bis(benzenesulfonic acid) dipotassium salt hydrate) wird eine noch
hohere Stabilitdt der Nanopartikel auch bei sehr hoher Partikelkonzentration erreicht.
Hierbei werden 200 mL Gold-Nanopartikel-Losung mit 150 mg Phosphin flir mehrere
Tage inkubiert. Da Phosphin im Vergleich zum Citrat eine erhohte Affinitdt zur Gold-
Oberfldche besitzt, kommt es zum Austausch der Oberfldchenliganden. Die Gold-Losung
wird anschlieBend aufkonzentriert und mit PBS-Puffer (10 mM PBS, 10 mM NaCl,
pH 7,8) gewaschen. Die Aufkonzentrierung erfolgt in Centricon Filtern (30 kDa) in einer
Zentrifuge bei 1000 g Zentrifugalbeschleunigung fiir etwa 1 h.

Die Oberflachenfunktionalisierung mit DNA erfolgt bei hohen Konzentrationen der
Gold-Nanopartikel (uM) als auch der DNA (mM), um eine hohe Anbindungseffizienz zu
erlangen.[2] Die DNA wurde von Metabion[209] bezogen, wobei die Sequenzen je nach
Hybridisierungsschema ausgewihlt wurden (vgl. Abbildung 4.1 und Abbildung 5.2). Das
Hybridisierungsschema gibt auch vor, ob die Thiolmodifikation am 3’- oder 5’-Ende der
DNA sitzt. Die Thiolgruppe ist im Auslieferungszustand der DNA ihrerseits durch eine
Di-Thiol-Gruppe geschiitzt. Das Entschiitzen der Thiolmodifikation erhéht die Bindungs-
effizienz an die Goldoberfldche und wird wenige Minuten vor Zugabe der DNA zur kon-

zentrieren Gold-Nanopartikel-Losung durchgefiihrt. Als entschiitzendes Reduktionsmittel
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wird TCEP (Tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride) verwendet. Die entschiitzte
DNA wird im Verhéltnis ~200 zu 1 mit der konzentrierten Gold-Nanopartikel-Losung
gemischt und fiir mehrere Tage bei Raumtemperatur gelagert. Die Thiolgruppen verdrian-
gen das Phosphin von der Goldoberfldche und es entsteht eine kovalente Bindung zwi-
schen thiolmodifizierter DNA und Gold-Nanopartikeln. AnschlieBend werden 3-5
Waschschritte durchgefiihrt, um ungebundene DNA und verdrdngtes Phosphin zu entfer-
nen. Hierfiir wird die Losung mit PBS-Puffer in Centricon Filtern (100 kDa) zentrifu-
giert.

3.2 Herstellung von DNA-gebundenen
Aggregaten

Je nach Hybridisierungsschema werden zwei Spezies der DNA-Gold-Konjugate in PBS-
Puffer (10 mM PBS, 300 mM NaCl) im Verhiltnis 1 zu 1 gemischt. Nach Zugabe der
Verbindungs-DNA im molaren Verhéltnis von ~30 DNA-Strangen pro Nanopartikel wird
die Losung fiir ca. 5 Minuten auf 65 °C erhitzt, um die DNA auf der Nanopartikeloberfli-
che zu strecken und mogliche interne Selbsthybridisierungen oder unspezifische Hybridi-
sierung sowohl der goldgebundenen DNA als auch der Verbindungs-DNA aufzuhe-
ben.[199] AnschlieBend wird die Losung auf Raumtemperatur abgekiihlt. Noch wéhrend
der Abkiihlphase setzt die Hybridisierung und somit die Aggregatbildung ein. Typi-
scherweise betrdgt die Hybridisierungszeit einige Stunden. Nach dieser Zeit ist das
weitere Aggregatwachstum hinreichend langsam, um fiir den Zeitraum der

optothermischen Experimente eine konstante Aggregatgrofie zu gewihrleisten.
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3.3 Messung der optothermisch induzierten

Extinktionsanderung

In dieser Arbeit werden Gold-Nanopartikel-Aggregate kontrolliert optothermisch er-
wiarmt. Hierbei wird die Plasmonresonanz und der daraus resultierende hohe Absorpti-
onsquerschnitt von Gold-Nanopartikeln im griinen Spektralbereich zur effizienten Um-
wandlung von Licht in Warme genutzt (vgl. Kapitel 2.1.5 und 2.2.2). Je nach den experi-
mentellen Anforderungen kommen zur optothermischen Anregung der Aggregate ein
kontinuierlich emittierender Festkorperlaser (Spectra Physics Millenia Vs) mit einer
Wellenldnge von 532 nm zum Einsatz (Kapitel 4.1), oder ein gepulst emittierender
Nd:YLF-Festkorperlaser (Spectra Physics Merlin) mit einer Wellenlénge von 527 nm
und Pulsdauern, die elektronisch kontrolliert zwischen 60 und 300 ns variiert werden
konnen. Beide Laser werden im Folgenden als Heiz- oder Anregelaser bezeichnet.
Aggregate aus Gold-Nanopartikeln haben im Vergleich zu nichtaggregierten Nanoparti-
keln eine rotverschobene und verbreiterte Plasmonresonanz (vgl. auch Kapitel 2.2.1).
Wie bereits in 2.3.3 vorgestellt, kann die Extinktion im roten Spektralbereich als Indika-
tor fiir den Bindungszustand der Nanopartikel und somit als indirektes Messsignal fiir das
Schmelzen der DNA dienen. Das Auflosen des Aggregatverbandes wird mit einem konti-
nuierlich emittierenden Diodenlaser mit einer Wellenldnge von 650 nm beobachtet. Die-
ser Laser wird im Folgenden Abfragelaser genannt.

Der Messaufbau ist schematisch in Abbildung 3.1 dargestellt. Abfrage- und Anregelaser
werden fokussiert und die beiden Fokusflachen werden in einer Kiivette mit 2 mm opti-
schem Pfad zum Uberlapp gebracht. Um zu gewihrleisten, dass die Extinktionséinderung
nur in vom Anregelaser bestrahlten Volumen gemessen wird, ist der Fokusdurchmesser
des Abfragelasers (D = 400 pm) kleiner als der des Anregelasers (D =~ 800 um).

Die Anregungsintensitét wird mithilfe eines Graugradientenfilters im Strahlgang des An-
regelasers eingestellt. Bei gepulster Anregung wird die Leistungsdichte jedes einzelnen
Anregepulses bestimmt. Hierzu misst eine schnelle Photodiode (Thorlabs DET 110, mi-
nimale Anstiegs- bzw. Abfallzeit: 20 ns) hinter einem Strahlteiler die Anregungsintensi-
tat. Eine weitere schnelle Photodiode misst zeitaufgeldst die transmittierte Intensitit des
Abfragelasers. Hierdurch wird die optothermisch induzierte Extinktionsianderung in der

Probe bestimmt. Mithilfe eines optischen Langpass-Filters wird Streulicht des Anregela-
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Abbildung 3.1: Experimenteller Aufbau zur zeitaufgelésten Messung der optisch
induzierten Extinktionsdnderung in Nanopartikel-Aggregaten. Die Aggregate befinden sich
in einer Klvette, deren Badtemperatur Tg konstant gehalten wird. In der Kivette wird der
Strahl des kontinuierlichen Abfragelasers mit kleinem Fokusdurchmesser mit dem Strahl
des gepulsten Heizlasers mit gréRerem Fokusdurchmesser Uberlappt (Zoom in Einfigung).
Mit jedem Laserpuls werden die Intensitat des anregenden Pulses und die Intensitat des
transmittierten Lichtes des Abfragelasers aufgezeichnet. Dies geschieht mithilfe schneller
Photodioden und eines Speicheroszilloskops. Alternativ kann als Heizlaser auch ein
kontinuierlich emittierender Festkorperlaser verwendet werden.
sers vor der Abfrage-Photodiode geblockt. Die Diodensignale werden mit einem Spei-
cheroszilloskop (LeCroy Waverunner LT584) aufgezeichnet. Der elektronische Speicher
erlaubt die Aufzeichnung der Signale unmittelbar vor und nach dem Anregepuls und so-
mit durch Vorher-Nachher-Messung die Bestimmung der optothermisch induzierten Ex-
tinktionsdnderung.
Die Kiivette enthidlt die Aggregate in wissriger Losung und wird durch ein Peltier-Ele-
ment auf konstanter Badtemperatur 7 gehalten.
Analog zum Prinzip des Abfragelasers mit 650 nm Wellenldnge wird in Kapitel 5.2.2 ein
weiterer Abfragelaser mit einer Wellenldnge von 532 nm eingesetzt, um eine zweifarbige
Abfrage der Extinktion zu ermoglichen. In diesem Fall werden die Strahlen von zwei
Abfragelasern mit dem des Anregelasers in der Kiivette iiberlappt (in Abbildung 3.1 nicht

dargestellt).
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Abbildung 3.2: Mithilfe einer Weillichtquelle und eines Spektrometers kann das gesamte
Extinktionsspektrum vor und nach der Bestrahlung aufgezeichnet werden. Hierfir wird
wahrend der Bestrahlung der Eingang des Spekirometers blockiert, um Schaden an dem
Detektor durch Streulicht des Heizlasers zu vermeiden.

In Kapitel 4 und 5.1 wird die optothermisch induzierte Extinktionsdnderung spektral
aufgeldst. Hierfiir wird anstatt eines monochromatischen Abfragelasers eine breitbandige
WeiBlichtquelle (190-800 nm) zur Bestimmung der Extinktionsénderung eingesetzt. De-
ren Strahlengang wird in der Kiivette mit dem Strahl des Anregelasers iiberlappt (vgl.
Abbildung 3.2). Die transmittierte Intensitit der Weilllichtquelle wird mithilfe eines
Spektrometers bestimmt. Da die Anregungswellenldnge von 527-532 nm im Spektralbe-
reich der Weilllichtquelle liegt und die Intensitit des Anregelasers die der Weil3licht-
quelle weit tbersteigt, ist es nicht moglich, wihrend der Bestrahlung das Extinkti-
onsspektrum im gesamten sichtbaren Spektralbereich aufzuzeichnen. Aus diesem Grund
erfolgen die spektral aufgelosten Messungen der Extinktionsdnderung in Kapitel 4 und
5.1 als Vorher-Nachher-Messung. Hierfiir wird der Eingang des Spektrometers wahrend
der Laserbestrahlung blockiert, um die empfindlichen Detektoren vor schiddigendem,

intensivem Streulicht des Anregelasers zu schiitzen.
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3.4 Diskrete Dipol Approximation

Wie bereits in Kapitel 2.2.1 vorgestellt, ist die Diskrete Dipol Approximation (DDA) eine
Methode, um Extinktions-, Absorptions- und Streuspektren von Aggregaten aus Gold-
Nanopartikeln zu berechnen. Implementiert ist die Methode der DDA in dem DDSCAT-
Code von Draine und Flatau[124, 130], der auch in dieser Arbeit in Kapitel 6.2 zur
Berechnung des Absorptionsquerschnittes von Nanopartikel-Aggregaten verwendet wird.
Gewohnlich wird DDSCAT eingesetzt, um ein homogenes Partikel beliebiger Form in N
Punktdipole zu zerlegen, die periodisch in einer kubischen Gitterstruktur angeordnet sind
und jeweils die Polarisierbarkeit a; besitzen. [127, 210] Die Polarisierbarkeit «; ist hierbei
zundchst unbekannt und wird iiber die sog. Gitter-Dispersations-Relation[210] aus der
Dielektrizitdtsfunktion ¢ und N bestimmt, wobei die Anzahl N der Punktdipole im
Partikel hierbei nicht strikt vorgegeben ist.

Dieses Vorgehen wird zur Berechnung der Absorptions- und Extinktionsspektren von
Aggregaten invertiert: Hier wird N nicht frei gewéhlt, sonder durch die Anzahl der Parti-
kel im Aggregat vorgegeben. Ein Aggregat aus N Nanopartikeln wird somit als periodi-
sches Gitter aus N Punktdipolen mit der Polarisierbarkeit ap angendhert. Hierbei wird
angenommen, dass das Aggregat kugelformig ist und die Nanopartikel in einer kubischen
Gitterstruktur angeordnet sind. Jeder Einheitszelle wird die Polarisierbarkeit ap zugeord-
net (vgl. Abbildung 3.3). Diese wird nun mithilfe der Clausius-Mossotti-Beziehung
(2.16) Dberechnet, wobei der in Abbildung 2.4 dargestellte korrigierte komplexe
Brechungsindex der funktionalisierten Gold-Nanopartikel verwendet wird. Aus dieser
Polarisierbarkeit ap kann nun mithilfe der Gitter-Dispersations-Relation

3d* (e, —1)

dr(e . +2
a = ( of ) (3.26)

P (e D { 2, 3}
I+ ———"|\b b, \ikd ) — —ilkd
+ 4”(8% +2) ( | T €y 2X ) 3 l( )

eine effektive Dielektrizititsfunktion .7 der aus Gold und Wasser zusammengesetzten
Aggregate berechnet werden. Die Gitterkonstante d entspricht hierbei dem Abstand zwi-
schen den Zentren zweier Nanopartikel im Aggregat, der durch die Lange der Verbin-
dungs-DNA und die Grofle der Nanopartikel bestimmt wird. k£ ist der Wellenvektor,
b;=-1,892 und b, = 0,165 sind Konstanten.[127, 210]
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Abbildung 3.3: Schematische Darstellung des Grundprinzips der Diskreten Dipol
Approximation. Ein Aggregat aus Gold-Nanopartikeln wird als periodisches Gitter von
Punktdipolen angenahert. Jeder Punktdipol hat die Polarisierbarkeit einer Einheitszelle,
bestehend aus einem Nanopartikel umgeben von Wasser (berechnet nach (2.16)).

(2.16)

Polarisierbarkeit
Op

Die so gewonnene effektive Dielektrizititsfunktion & dient schlieBlich als Grundlage fiir

die Berechnung der Extinktions- und Absorptionsspektren von Aggregaten durch den
DDSCAT-Code in Kapitel 6.2.
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3.5 Finite Elemente

Die Methode der finiten Elemente (FEM) ist ein numerisches Verfahren zur Losung von
Differentialgleichungen. In dieser Arbeit wird die FEM eingesetzt, um die Wérmelei-
tungsgleichung zu 16sen. Mithilfe des Programms Comsol Multiphysics [211] wird hier-
durch in Kapitel 4.2 eine Abschitzung der optothermisch induzierten globalen
Temperaturerhohung im laserbestrahlten Volumen ermdoglicht und in Kapitel 6.2 die
lokale Wéarme- und Temperaturverteilung in optothermisch geheizten Aggregaten be-
rechnet.

An dieser Stelle sollen nur die Grundprinzipien der FEM vorgestellt werden. Fiir eine
ausfiihrliche Darstellung sei auf die Literatur verwiesen.[212]

Die Losung einer Differentialgleichung - im hier vorliegenden Fall der Wéarmeleitungs-
gleichung - mit gegebenen Randbedingungen erfolgt in der FEM nach dem folgenden
Prinzip: Zunichst wird das Gebiet, in dem die Differentialgleichung geldst werden soll,
in endlich viele kleine Elemente unterteilt. In der Praxis bedeutet dies meist eine Trian-
gulation, d.h. je nach Dimension eine Unterteilung in Dreiecke oder Tetraeder. Innerhalb
dieser Teilgebiete werden Testfunktionen definiert, in der Praxis meist Polynome. Diese
Testfunktionen werden in die zu losende Differentialgleichung eingesetzt und man erhalt
zusammen mit den Randbedingungen ein Gleichungssystem, fiir dessen Losung je nach
Komplexitét unterschiedliche Verfahren in Frage kommen. Durch die Losung des Glei-
chungssystems wird letztenendes auch die betrachtete Differentialgleichung numerisch

gelost.






4 DNA-Schmelzen durch globales

optothermisches Heizen

Das in diesem Kapitel beschriebene Experiment zeigt eine Blauverschiebung und Reduk-
tion der Breite der Plasmonresonanz von DNA-gebundenen Gold-Nanopartikel-Aggre-
gaten nach kontinuierlicher Laserbestrahlung. Der Vergleich mit Extinktionsspektren von
nichtoptisch geheizten Gold-Nanopartikel-Aggregaten zeigt, dass dieser Effekt auf die
Auflosung des DNA-Doppelstranges zwischen den Gold-Nanopartikeln und die daraus
resultierende Freisetzung der Nanopartikel zuriickzufiihren ist. Durch Vergleichsmes-
sungen mit DNA-Doppelstringen, die nicht direkt an Gold-Nanopartikel gebunden sind,
kann gezeigt werden, dass die optisch induzierte Temperaturerhéhung durch die hohe
Absorption der Gold-Nanopartikel hervorgerufen wird. Die kontinuierliche Bestrahlung
fiihrt zu einer globalen Erwdrmung des gesamten bestrahlten Volumens und nicht zu ei-
ner lokalen Erwdrmung in der direkten Umgebung der Nanopartikel. Dies wird auch

durch numerischen Simulationen der laserinduzierten Temperaturerhohung bestdtigt.
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4.1 Optothermisches Schmelzen von DNA
durch kontinuierliches, optisches

Heizen von Gold-Nanopartikeln

Dieses Experiment dient dem Nachweis, dass mit Hilfe von Gold-Nanopartikeln Licht-
energie in Warme ungewandelt werden kann, die schlieBlich zum optothermischen
Schmelzen von DNA fiihrt. Hierzu werden DNA-gebundene Gold-Nanopartikel-Aggre-
gate bei Badtemperaturen etwas unterhalb der Schmelztemperatur beobachtet, die einem
intensiven, kontinuierlichen Laser ausgesetzt sind.

Um geeignete Randbedingungen fiir die optothermischen Experimente wéhlen zu kon-
nen, werden zundchst die verwendeten Nanopartikel-Aggregate charakterisiert. Die in
diesem Versuch eingesetzten Nanopartikel wurden, wie in 3.1 beschrieben, mit DNA
funktionalisiert. Zwei Chargen von Gold-Nanopartikeln wurden mit unterschiedlicher 3’-
thiolmodifizierter DNA funktionalisiert. Die Hybridisierung mit freier Verbindungs-
DNA erfolgt nach der in Abbildung 4.1 a) dargestellten Head-to-Tail-Konfigura-
tion.[185] Wenige Minuten nach Zugabe der Verbindungs-DNA zur Nanopartikel-L6-
sung zeigt sich im Extinktionsspektrum eine deutliche Rotverschiebung und Verbreite-
rung der Plasmonresonanz. Abbildung 4.1 b) zeigt diese, fiir Aggregat-Bildung typische,
spektrale Verdnderung. Die Extinktion der Nanopartikel dndert sich iiber den gesamten
sichtbaren Spektralbereich. Diese Anderung ist Folge des abnehmenden Partikel-Abstan-
des und der daraus resultierenden Plasmonenkopplung. Durch die gewéhlte Head-to-Tail-
Konfiguration betragt der Abstand zwischen den Nanopartikeln nur wenige nm, was eine
besonders effiziente Plasmonenkopplung zur Folge hat.[112, 113] Auffallig ist die grof3e
Extinktionsdnderung bei 260 nm. Diese besteht nur zu einem kleinen Bruchteil aus der
DNA-eigenen Hyperchromizitit durch DNA-Hybridisierung (vgl. Kapitel 2.3.1). Wie
bereits in Kapitel 2.2.1 eingefiihrt, verursacht die Bildung groBer Aggregate einen
Abschattungseffekt, so dass Gold-Nanopartikel und auch DNA im Inneren der Aggregate

und an der lichtabgewandten Seite nicht zur Extinktion beitragen. Dieser Abschattungsef-
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Abbildung 4.1: a) Head-to-Tail-Konfiguration von Gold-Nanopartikeln und verwendete DNA-
Sequenzen der beiden 3’-goldgebundenen Erkennungssequenzen (rot und violett) und der
Verbindungs-DNA (griin), nicht mafstabsgetreu. b) Extinktionsspektren von Gold-Nanoparti-
keln mit einem Durchmesser von 10 nm im aggregierten Zustand bei 25°C (schwarz) sowie
nach Erhéhung der Badtemperatur auf 60°C (rot). Durch die Temperaturerhéhung schmilzt
die DNA und die Nanopartikel liegen in frei geldster Phase vor. c) Die klassische Schmelz-
kurve zeigt die Extinktion im roten Spektralbereich, die beim Phasenibergang von aggre-
gierten zu geldsten Partikeln abnimmt. d) Das Minimum der Ableitung der Schmelzkurve
nach der Temperatur zeigt die exakte Schmelztemperatur Ty. Die Halbwertsbreite der Ablei-

tungsfunktion gibt die Breite des Phaseniibergangs an.

fekt verstirkt die Extinktionsénderung bei 260 nm um ein Vielfaches der DNA-eigenen

Hyperchromizitét. [112]

Um die Schmelztemperatur der, in den Aggregaten eingebetteten, DNA zu bestimmen,

wird die Temperatur der Losung langsam, schrittweise erhoht und die Extinktion im roten

Spektralbereich beobachtet. Die Erhohung der Badtemperatur erfolgt hierbei durch einen

temperierbaren Metallblock, der die Kiivette umschlieBt. In der so gewonnenen klassi-

sche Schmelzkurve in Abbildung 4.1 c) ist ein scharfer Phaseniibergang bei etwa 40 °C

zu beobachten. Der rasche Abfall der Extinktion mit der Temperatur zeigt den Ubergang

vom aggregierten in den gelosten Zustand der Nanopartikel. An die Ableitung der

—_
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Schmelzkurve nach der Temperatur wird eine GauB-Funktion angepasst. Deren Mittel-
punkt gibt die exakte Schmelztemperatur an und die Halbwertsbreite der Gaul3-Funktion
entspricht der Breite des Phasen-Uberganges. Wie aus Abbildung 4.1 d) abzulesen ist,
besitzen die DNA-gebundenen Nanopartikel-Aggregate in der gewédhlten Head-toTail-
Konfiguration eine Schmelztemperatur von 39,5 °C bei einer Ubergangsbreite von
3,5°C.

Um zu {berpriifen, ob eine fiir DNA-Schmelzen ausreichend groe Temperaturerh6hung
auch optisch induziert werden kann, wird eine Badtemperatur etwas unterhalb der DNA-
Schmelztemperatur gewdhlt. Im vorliegenden Fall ist bei einer Temperatur von 35 °C die
benotigte Temperaturdifferenz bis zur Schmelztemperatur minimiert und die Nanoparti-
kel befinden sich noch im aggregierten Zustand. Bei dieser Temperatur wird das Extink-
tionsspektrum der Nanopartikel-Aggregate gemessen. Nach mehreren Stunden Hybridi-
sierung ist das Aggregat-Wachstum zu diesem Zeitpunkt abgeschlossen, so dass sich das
Spektrum ohne weiteren Einfluss iiber den Zeitraum der folgenden Messungen nicht én-
dert. Die Nanopartikel-Aggregate werden nun fiir eine Minute einem fokussierten Laser
mit einer Leistung von 500 mW und einer Wellenlinge von 532 nm ausgesetzt. An-
schlieBend wird erneut die Extinktion der Losung gemessen. Der Vergleich der Extink-
tion vor und nach der Laserbestrahlung ist in Abbildung 4.2 gezeigt. Die optisch indu-
zierte Verdnderung des Spektrums entspricht einer Blauverschiebung der Plasmonreso-

nanz, einer Reduktion der Resonanzbreite sowie einer Zunahme der Extinktion bei

Abbildung 4.2: Das Extinktionsspektrum
der Gold-Nanopartikel andert sich durch
einminlitige  Bestrahlung mit  einem
kontinuierlichen Laser mit 500 mW
Leistung. Die Plasmonresonanz ist nach
der Laserbestrahlung blauverschoben (rot)
und hat eine geringere Resonanzbreite als
vor der Bestrahlung (schwarz). Diese
spektrale Veranderung zeigt, dass die DNA
durch den Laser erhitzt wurde und zum
schmelzen gebracht wurde. Die
Badtemperatur betragt 35°C und liegt
somit unterhalb der Schmelztemperatur

oottt —L L L1 _J derDNA.
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260 nm. Diese spektralen Verdnderungen sind fiir die Auflosung der Aggregate durch
DNA-Schmelzen typisch und zeigen, dass die Gold-Nanopartikel-Losung durch Absorp-
tion optischer Energie und deren Umwandlung in thermische Energie derart aufgeheizt
werden kann, dass die DNA in den Nanopartikel-Aggregaten schmilzt und die Nanopar-
tikel freigesetzt werden.

Bei der Laserwellenlinge von 532 nm ist die Absorption der Nanopartikel-Aggregate
aufgrund der Plasmonresonanz besonders hoch, wéihrend die Absorption des umgebenden
Wassers in diesem Spektralbereich vernachléssigbar ist.[213] Wie in 2.1.5 beschrieben,
ist die Absorption durch die Nanopartikel-Aggregate stark lokalisiert. Im Folgenden soll
geklirt werden, ob die kontinuierliche, lokale Absorption von Licht auch zwangslaufig zu
einer lokalen Erwérmung der Nanopartikel-Aggregate bei unverdnderter Badtemperatur
fiihrt (Abbildung 4.3 a)) oder ob es hierdurch zu einer globalen Erwdrmung des gesamten
laserbestrahlten Volumens kommt (Abbildung 4.3 b)). Hierfiir wird ein Kontroll-Experi-
ment mit DNA durchgefiihrt, die nicht an Gold-Nanopartikel gebunden ist.

Fiir dieses Kontroll-Experiment werden zusétzlich zur oben genannten Probe zwei wei-
tere, unterschiedliche Losungen angesetzt: Eine Losung enthdlt doppelstringige DNA

und Gold-Nanopartikel, die jedoch im Gegensatz zur ersten Probe nicht mit der DNA

b)

aser

T>Tg
Ts

Abbildung 4.3 a) Lokale Erwarmung der Aggregate ist dadurch gekennzeichnet, dass nur
die Aggregate und deren direkte Umgebung aufgeheizt werden (T > Badtemperatur Tg). Das
Volumen zwischen zwei Aggregaten und somit der Grofdteil des bestrahlten Volumens
werden nicht erwarmt und verbleiben bei Tg. b) Im Fall globaler Erwarmung bleibt zwar das
unbestrahlte Volumen in der Kuvette kalt, jedoch wird das gesamte laserbestrahlte Volumen
homogen auf T> Tg aufgeheizt. Im bestrahlten Volumen ist auch der Zwischenraum
zwischen zwei Aggregaten erwarmt, da es zum Warmetransfer von den Aggregaten in die
Umgebung kommt.
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verbunden sind, die andere Losung enthdlt nur doppelstringige DNA ohne Gold-Nano-
partikel. Da die DNA in diesen beiden Proben keine Verbindung zwischen Gold-Nano-
partikeln herstellt, kann nicht die Verschiebung der Plasmonresonanz als Indikator fiir
laserinduziertes DNA-Schmelzen benutzt werden. Alle drei Proben zeigen jedoch bei
260 nm die DNA-eigene Absorption. Diese ist, wie bereits in 2.3.1 eingefiihrt, im Indika-
tor fiir den Hybridisierung-Zustand der DNA dienen. Die Gold-Nanopartikel-gebundene
DNA benétigt einige Minuten zur Hybridisierung. Dies erlaubt die Vorher-Nachher-Mes-
sung im vorhergehenden Experiment, denn zwischen Bestrahlung und Messung liegen
nur wenige Sekunden, in denen die Nanopartikel nicht wieder aggregieren konnen. Die
freie DNA in den beiden Kontroll-Proben kann deutlich schneller hybridisieren. Um si-
cherzustellen, dass die freie DNA zwischen Bestrahlung und Extinktionsmessung nicht
rehybridisiert, muss die Erfassung der Extinktionsdnderung bereits wahrend der Laserbe-
strahlung erfolgen. Hierfiir wird der Laserstrahl in der Kiivette rdumlich mit dem Strah-
lengang der Weilllichtquelle tiberlappt. Durch Verwendung geeigneter optischer Band-
passfilter (Schott Glasfilter UG11) wird der storende Einfluss von Laserstreulicht auf den
Detektor und die Messung verhindert (siche auch Abschnitt 3.3). Da die freie und die
goldgebundene DNA unterschiedliche Schmelztemperaturen haben, wurden jeweils
Badtemperaturen gewihlt, die 18 °C unterhalb der Schmelztemperatur des jeweiligen
Systems liegen. Diese grofle Temperaturdifferenz zum Schmelzpunkt ist aufgrund des
breiteren Phaseniiberganges der freien DNA vom hybridisierten zum geschmolzenen
Zustand nétig (vgl. 2.3.3). Abbildung 4.4 zeigt die Anderung der DNA-eigenen Extink-
tion bei 260 nm durch kontinuierliche Laserbestrahlung fiir die unterschiedlichen Sys-
teme. Die Anderung ist als Bruchteil der maximal erreichbaren Anderung aufgetragen,
welche in klassischen Schmelzkurven mit langsamer Temperaturerhohung bestimmt
wurde.

Zum Zeitpunkt t = 0 wird die kontinuierliche Laserbestrahlung gestartet, was im System
der goldgebundenen DNA zu einer stetigen Erhohung der DNA-Extinktion fiihrt. Dieses
Anzeichen fiir laserinduziertes DNA-Schmelzen hélt auch nach Abschalten des Lasers
zunidchst an, da die Nanopartikel einige Minuten benétigen, um sich wieder durch Hybri-
disierung mit der freien DNA zu Aggregaten zuriickzuformen. Die Extinktionsdnderung

in diesem
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Auch fiir die DNA, die sich nichtgoldgebunden mit Gold-Partikeln in einer Losung be-
findet, erhoht sich nach Beginn der Laserbestrahlung die Extinktion der DNA. Hier wird
nahezu die maximal mdgliche Extinktionsédnderung ereicht, die auch im Fall der klassi-
schen Schmelzkurve mit langsamer Temperaturerhohung erreicht wird. Das hohe Rau-
schen im Extinktionssignal wird wie folgt erklért: Der Grof3teil der gemessenen Extink-
tion stammt von den Gold-Nanopartikeln. Dieser Extinktionsanteil wird durch das
Schmelzen der DNA nicht beeinflusst, da die DNA nicht an das Gold gebunden ist. Nur
ein sehr kleiner Bruchteil der gemessenen Extinktion bei 260 nm kann der DNA-eigenen
Absorption zugeschrieben werden. Nur dieser kleine Extinktionsanteil wird durch das
optothermische Schmelzen der DNA aufgrund der Hyperchromizitdt der DNA veréndert.
Man erhilt somit eine sehr kleine absolute Extinktionsdnderung bei groem Extinktions-
hintergrund der Gold-Nanopartikel.

Im Fall der goldgebundenen DNA existiert zwar ein gleichgroer Extinktionshintergrund
der Gold-Nanopartikel, jedoch fiihrt hier das optothermische DNA-Schmelzen aufgrund
des Abschattungseffektes zu einer deutlich ausgeprdgteren Extinktionsédnderung bei
260 nm, als dies die DNA-eigene Hyperchromizitit hervorrufen wiirde. (vgl. Abbildung
4.1D)).
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Abbildung 4.4: Relative Anderung der DNA-Extinktion bei 260 nm durch Laserbestrahlung
mit 1 W Leistung. Die Badtemperatur ist jeweils 18 °C unterhalb der DNA-Schmelz-
temperatur. 100% Anderung entspricht der maximal mdglichen Extinktionsanderung, wie sie
aus der Schmelzkurve mit langsamer Temperaturerhbhung ermittelt wurde. Beide Systeme,
die Nanopartikel enthalten — unabhangig ob DNA-gebunden (schwarz) oder nicht (grin) -
zeigen eine Erhéhung der DNA-Extinktion aufgrund laserinduzierten DNA-Schmelzens. In
Abwesenheit stark lichtabsorbierender Gold-Nanopartikeln ist kein signifikantes Schmelzen
der DNA beobachtbar (rot).
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Trotz des groBen Hintergrundrauschens zeigt das Kontroll-Experiment mit nichtgoldge-
bundender DNA klar, dass die Anwesenheit von freien Gold-Nanopartikeln ausreicht, um
die Temperatur der DNA bis zur Schmelztemperatur zu erhéhen. Die Nanopartikel, die
im Wellenldangenbereich des eingestrahlten Lasers eine hohe Absorption haben, flihren
somit bei kontinuierlicher Bestrahlung nicht zu einer rein lokalen Erwdrmung in der Na-
nopartikel-Umgebung, sondern erwérmen das gesamte Volumen, das vom Laser bestrahlt
wird. Hierdurch schmelzen die DNA-Doppelstringe, obwohl sie nicht mit der Partikel-
oberfliche verbunden sind und sich somit in deutlich groBerem Abstand zu den Nanopar-
tikeln befinden. Nach Abschalten des Lasers nimmt die UV-Extinktion wieder rasch ab.
Dies ist Folge des abkiihlenden Wassers im bestrahlten Volumen, das eine Rehybridisie-
rung der DNA erlaubt. Diese Rehybridisierung erfolgt fiir nichtgoldgebundene DNA
deutlich schneller als fiir DNA.

Das dritte System, das nur aus DNA-Doppelstringen besteht, zeigt keine signifikante
Verdnderung durch die Laserbestrahlung. Da in diesem System keine Nanopartikel vor-
handen sind, wird kein Licht absorbiert und in Warme umgewandelt. Wasser und Quarz-
kiivette sind bei der Laserwellenldnge hinreichend transparent, um keine storende, op-
tothermische Erwdrmung des Systems hervorzurufen.

Der Vergleich des Schmelzverhaltens der drei unterschiedlich zusammengesetzten Sys-
teme macht deutlich, dass wéahrend kontinuierlicher Laserbestrahlung im Wellenldngen-
bereich der Plasmonresonanz zwar die Anwesenheit von Gold-Nanopartikeln als stark
lichtabsorbierende, optothermische Konverter notig ist, die DNA aber hierbei nicht direkt
mit den erhitzten Nanopartikeln verbunden sein muss, um die DNA zu schmelzen. Die
optisch induzierte Wéarme wird also nicht in der Nanopartikel-Umgebung lokalisiert,
sondern verteilt sich global, homogen auf das gesamte, bestrahlte Volumen.

Die Gold-Nanopartikel, die sich gemeinsam mit der freien, doppelstringigen DNA in
einer der Kontroll-Losungen befindet (griin markierte Probe in Abbildung 4.4) wurden
ebenfalls mit DNA funktionalisiert, die jedoch zu keinem der beiden freien DNA-Stringe
in der Losung komplementdr ist (zur Vereinfachung wurde dies in der schematischen
Probendarstellung in Abbildung 4.4 nicht eingezeichnet). Dies ist ndtig, um die
Nanopartikel in der salzhaltigen Losung zu stabilisieren (siehe auch 2.2.1) und dient
zudem der Vermeidung unspezifischer Bindung von DNA an die Goldoberflidche (siche

auch 2.3.2). Hierdurch soll sichergestellt werden, dass sich die freie DNA nicht mit den
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Nanopartikeln verbindet, sondern stattdessen in statistisch verteiltem Abstand zu den
Nanopartikeln, frei in der Losung vorliegt. Durch unvorhergesehene, unspezifische Bin-
dung mit stabilisierender, goldgebundener DNA wiirde sich die freie DNA jedoch in di-
rekter Umgebung der Nanopartikel aufhalten. Dies wiirde bedeuten, dass das angenom-
mene Modell der freien DNA falsch ist, was zu einer Fehlinterpretation des vorhergehen-
den Experimentes fithren wiirde. Aus diesem Grund wurde zur Absicherung der bereits
gefundenen Erkenntnisse ein weiteres Experiment durchgefiihrt, das zwischen lokalem

und globalem optothermischem Heizen unterscheidet.
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4.2 Globales optothermisches Heizen durch

lokal absorbierende Objekte

Im folgenden Experiment wird durch zeitliches Zerhacken des Laserstrahles gezeigt, dass
das laserinduzierte Schmelzen der DNA bei den bisher verwendeten Leistungsdichten des
kontinuierlichen Lasers von der durchschnittlich eingestrahlten Laserleistung abhéngt,
und nicht von der erreichten Spitzenleistung. Hierdurch kann, wie die Diskussion am
Ende dieses Kapitels zeigt, zwischen lokalem und globalem optothermischen Heizeffekt
unterschieden werden.

Fiir dieses Experiment wurden wie bereits in 4.1 DNA-gebundene Gold-Nanopartikel-
Aggregate bei einer Badtemperatur von 25°C, somit deutlich unterhalb der DNA-
Schmelztemperatur, mit einem Laser bestrahlt. Vor und nach der Bestrahlung wurden
Extinktionsspektren aufgenommen, um die laserinduzierte Anderung der Extinktion und
somit das Schmelzverhalten der DNA in den Aggregaten zu untersuchen. Durch Subtrak-
tion der Extinktionsspektren vor und nach der Bestrahlung erhélt man die laserinduzierte
Anderung der Extinktion, die in Abbildung 4.5 dargestellt ist.

Durch kontinuierliche Bestrahlung fiir 90 s mit der Leistungsdichte /,= 12 W/mm? nimmt
die Extinktion fiir Wellenlédngen kleiner als 570 nm zu und im roten Spektralbereich ab.
Dieses Verhalten entspricht der Blauverschiebung der Plasmonresonanz und somit laser-
induziertem DNA-Schmelzen. Durch Einsatz eines Graufilters wird nun eine reduzierte,
kontinuierlich eingestrahlte Leistungsdichte von /y/4 erreicht. Unter diesen Bedingungen
wird keine Extinktionsdnderung und somit kein DNA-Schmelzen induziert. Anstatt die
durchschnittlich eingestrahlten Leistung dauerhaft mit Hilfe eines Graufilters zu reduzie-
ren, wird der Laserstrahl nun mit Hilfe einer rotierenden, segmentweise transparenten
Metallscheibe zeitlich zerhackt. Bei einer Zerhacker-Frequenz von 250 Hz und einem an-
aus-Verhiltnis von 1 zu 3 werden hierdurch Pulse von 1 ms Dauer bei zeitlichen Pulsab-
stinden von 3 ms erzeugt. Jeder einzelne Puls hat die Spitzenleistungsdichte von
Ipys = Iy, im zeitlichen Mittel wird jedoch wieder /= /)/4 eingestrahlt. Auch in diesem

Fall kommt es zu keiner Anderung der Extinktion. In beiden Fillen reduzierter mittlerer
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Abbildung 4.5: Extinktionsdnderung DNA-gebundener Gold-Nanopartikel-Aggregate durch
kontinuierliche (e und o) und unterbrochene (A) Laser-Bestrahlung. Die Legende auf der
rechten Seite verdeutlicht die zeitliche Verteilung der eingestrahlten Leistungsdichte. Bei
einer kontinuierlichen Leistungsdichte lo=12 W/mm? wird eine deutliche Anderung der
Extinktion beobachtet (e), die einer spektralen Blauverschiebung und somit Laser-
induziertem DNA-Schmelzen entspricht. Wird die durchschnittliche Leistungsdichte auf I,/4
reduziert, die Bestrahlungsdauer jedoch vervierfacht, so wird keine signifikante
Extinktionsanderung beobachtet. Hierbei spielt es keine Rolle, ob die Leistung dauerhaft auf
lo/4 reduziert wird (o), oder zeitlich zerhackt wird bei einer Spitzen-Leistungsdichte von Io.
Das Schmelzverhalten ist somit nur von der durchschnittlich eingestrahlten Leistung
abhangig, nicht aber von der Spitzenleistungsdichte. Dieses Verhalten ist typisch fur globales
Heizen.

Leistungsdichte wurde die Bestrahlungszeit im Verglich zum Experiment mit der vollen
mittleren Leistungsdichte /) vervierfacht. Die gesamte eingestrahlte Energie ist somit in
allen drei Experimenten gleich.

Dieser Vergleich zeigt, dass das Schmelzen der DNA und somit die in den Nanopartikel-
Aggregaten erzeugte Temperatur nicht von der kurzzeitig deponierten Energie abhéingt,
sondern von der im zeitlichen Mittel eingestrahlten Energie. Dies bedeutet, wie im Fol-
genden diskutiert, dass bei den gegebenen Leistungsdichten keine lokale Wérme, sondern

globale Wirme erzeugt wird, die sich auf das gesamte bestrahlte Volumen verteilt.
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Mit der theoretischen Betrachtung des Uberganges von lokalem zu globalem optothermi-
schem Heizen durch lichtabsorbierende Gold-Nanopartikel befasst sich auch die nach
Beginn dieser Arbeit veroffentlichte Arbeit von Keblinski et al..[107] Hier wird beschrie-
ben, unter welchen Bedingungen lokale Heizeffekte zu erwarten sind, und auf welcher
Zeitskala globale, homogene Erwdrmung trotz lokal absorbierender Nanopartikel erfolgt.
Die dort fiir nichtaggregierte, freie Nanopartikel vorgestellten Ergebnisse werden im Fol-
genden auf den hier vorliegenden Fall aggregierter Nanopartikel iibertragen.

Wie in Kapitel 2.1.5 eingefiihrt, stellt sich der Gleichgewichtszustand des lokalen Tempe-
raturprofils um ein lasergeheiztes Gold-Nanopartikel innerhalb weniger Nanosekunden
ein. Fiir Aggregate aus Gold-Nanopartikeln, die Durchmesser von mehr als einem pm
erreichen konnen, verldngert sich diese Zeit 7 entsprechend (2.23) auf ca. 5 us. Nach der
Pulsdauer von 1 ms ist somit die maximal erreichbare lokale Temperaturerhohung im
Aggregat langst erreicht. Die entsprechende Extinktionsmessung in Abbildung 4.5 zeigt
jedoch, dass diese lokal erreichte Temperatur bei der gegebenen Leistungsdichte nicht
ausreicht, um die DNA im Aggregat zu schmelzen. Somit ist es nicht die lokale Erwér-
mung, die bei kontinuierlicher Bestrahlung mit 7, zum Schmelzen der DNA fiihrt.

Eine der Randbedingungen, um das Temperaturprofil (2.18) und dessen =zeitliche
Entwicklung (2.21) aus Kapitel 2.1.5 zu erhalten, ist die Annahme eines unendlich ausge-
dehnten Wasserbades. Diese Annahme ist auch in einem ausreichend groffen Wasservo-
lumen nur solange giiltig, bis die thermischen Felder der einzelnen Nanopartikel-Aggre-
gate nach einer Zeit 7,4 = d /D iiberlappen. Hierbei ist D = 10" m?¥s die thermische
Diffusivitdt fiir Wasser aus Kapitel 2.1.5. und d,4 der mittlere Abstand zwischen einzel-
nen Aggregaten. Um diesen zu erhalten, benotigt man zunichst die Ausgangskonzentrati-
onen der Nanopartikel, die in den gezeigten Experimenten bei etwa 1 nM liegt. Die hier-
aus zusammengesetzten Aggregate zeigen im Fall von 10 nm groBen Partikeln erst bei
typischerweise 10* verbundenen Partikeln die hier beobachtete, deutliche Resonanzver-
schiebung (siehe auch Kapitel 6.2 oder Ref. [112]) Hieraus ergibt sich eine Aggregatkon-
zentration von etwa 100 fM, was einem mittleren Aggregat-Abstand von d4 =25 um
entspricht. Fiir die Zeit, nach der sich die Wéarmefelder iiberlappen, erhilt man somit 7,4
= 6 ms. Fiir Heizphasen, die ldnger als 7,4 dauern, heizen sich die Nanopartikel-Aggre-
gate auch tliber die groBen Abstinde gegenseitig auf, so dass es zu einer globalen Erwir-

mung der Fliissigkeit kommt. Die Pulse mit Spitzenleistungsdichte /) und einer Pulsdauer
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von 1 ms reichen im obigen Experiment nicht aus, um eine ausreichend hohe globale
Erwédrmung zu erzeugen, um DNA-Schmelzen zu induzieren. Je linger jedoch der Laser-
puls andauert, umso wirmer wird die gesamte Fliissigkeit. Bei anhaltender Einstrahlung
von Iy kommt es daher zum Wéarmetransfer zwischen den Aggregaten und somit zur Ak-
kumulation von Wiarme, die nun ausreicht, um die DNA zu schmelzen. Es gibt jedoch
auch Grenzen fiir diese globale Erwédrmung. Nimmt man typische Ausmafle L des ge-
heizten Volumens von ca. 1 mm an, begrenzt durch Kiivettenwidnde und Laserstrahl-
Durchmesser im Fokus, so ist die typische Zeitkonstante, um das globale thermische
Gleichgewicht zu erreichen g, = LD = 10 s. Eine langer anhaltende Einstrahlung als
Tqioba €ThOt also die Temperatur im laserbestrahlten Volumen nicht mehr, da die Warme
nach auflen hin abflief3t.

Betrachtet man also zusammenfassend die Temperatur eines Nanopartikel-Aggregates
von etwa 1 um Radius, nachdem ein kontinuierlicher Laser zum Zeitpunkt ¢ = 0 ange-
schaltet wird, beobachtet man Folgendes: In den ersten Mikrosekunden erzeugt der Laser
nur eine lokale Erwdrmung im Aggregat und in dessen nachster Umgebung. In der fol-
genden Zeit dndert sich die Temperatur kaum, bis nach 7,4 = 6 ms das Wiarmefeld des
Nachbar-Aggregates beginnt, das betrachtete Aggregat zusitzlich aufzuheizen. Hierdurch
kommt es in der Zeit zwischen 7,4 und 7g,sa zu einer globalen Erwidrmung des gesamten
laserbestrahlten Volumens. Erst nach 7,4, gibt das gesamte System Wérme an die Um-
gebung auflerhalb des bestrahlten Volumens ab und somit erwarmt sich das System nicht
weiter.[107]

Die Lénge des Pulses bestimmt, ob nur lokale Heizeffekte in der direkten Nanopartikel-
Umgebung wirken, oder ob globale Heizeffekte hinzukommen und eine homogene Tem-
peraturverteilung im aktiv geheizten Volumen vorliegen. Durch eine geeignete Wahl der
Pulslénge kann somit eingestellt werden, dass eine hohe lokale Temperatur am Partikel
erreicht wird und dennoch die insgesamt im System deponierte Warmemenge minimiert
wird. Diese Tatsache wird in Kapitel 5 ausgenutzt werden, um DNA lokal innerhalb der

Nanopartikel-Aggregate zu heizen und zu schmelzen.
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Durch die vorhergehenden Experimente ist sichergestellt und durch die Arbeit von
Keblinski et al. [107] theoretisch bestdtigt, dass optothermisches Heizen durch
kontinuierliche Laserbestrahlung nicht zu lokaler, sondern zu globaler Erwdrmung der
Probe fiihrt. Die Leistungsdichte, die fiir optisch induziertes DNA-Schmelzen nétig ist,
betrdgt im eben gezeigten Experiment 12 W/mm?. Ob bei dieser Leistungsdichte des La-
sers tatsdchlich die Schmelztemperatur der DNA {iiberschritten wird, wird mit Hilfe einer
einfachen numerischen Simulation {iberpriift.

Die gegebenen experimentellen Bedingungen wurden als dreidimensionales, thermody-
namisches Modell in einer finite Elemente Simulation dargestellt. Die simulierte Wérme-
quelle entspricht dem Volumen, das ein Laser mit GauB3-formigem Strahlprofil und kon-
stanter Halbwertsbreite von 125um beim Durchgang durch die wassergefiillte Kiivette
mit 2 mm optischem Pfad bestrahlt. Die eingestrahlte Warme wird obigen Ergebnissen
folgend homogen auf das bestrahlte Volumen verteilt. Die Warmemenge bestimmt sich
aus der Laserleistungsdichte und der Annahme, dass die Absorption bei der Laserwel-
lenlénge 50% der gemessenen Extinktion betrdgt. Dies ist ein typischer Literatur-Wert fiir

vergleichbare Aggregate (vgl. auch Modellrechnung in Kaptitel 6.2).[112]
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Abbildung 4.6: Finite Elemente Simulation der optothermischen globalen Erwdrmung im
Laser-bestrahlten Volumen. a) Bei Iy = 12 W/mm? wird im Zentrum des bestrahlten Volumens
mit GauR-formigem Querschnitt und einer Halbwertsbreite von 125 pym eine Temperatur von
54 °C erzielt. Das Temperaturprofil im weil} dargestellten Schnitt durch das Zentrum ist in b)
dargestellt. Die Uberschreitung der Schmelztemperatur bei Einstrahlung von |, sowie die
Unterschreitung bei 1o/4 bestatigen die experimentellen Befunde.
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Das Ergebnis der Simulation ist in Abbildung 4.6 dargestellt. Die Simulation des Szena-
rios mit Leistungsdichte = 12 W/mm?, das im Experiment zu DNA-Schmelzen fiihrte,
zeigt eine optothermisch induzierte Endtemperatur von 54 °C. Dies liegt iiber der gemes-
senen Schmelztemperatur von 39,5 °C. Die Simulation des Experimentes mit /= [y/4
ergibt hingegen 33 °C als hochste, erreichte Temperatur. Dies liegt unter der Schmelz-
temperatur und stimmt somit mit dem experimentellen Befund iiberein.

Die Ubereinstimmung simulierter Temperaturen mit den Ergebnissen optischer Experi-
mente zeigt, dass durch kontinuierliche Laserbestrahlung optothermisches Heizen und
Schmelzen von DNA in Gold-Nanopartikel-Aggregaten mdglich ist. Es handelt sich hier-
bei um einen kontrollierten, reversiblen Prozess, und nicht etwa um das irreversible Lo-
sen der Thiolbindung von der Partikeloberfldche. Diese Auflosung der kovalenten Thiol-
bindung wurde von Jain et al. nach Bestrahlung mit Femtosekunden-Laserpulsen beo-
bachtet, wurde jedoch nicht auf thermische Effekte zuriickgefiihrt, sondern auf den er-
hohten Druck der heiBBen Elektronen (vgl. auch 2.3.2).[178] Dort wurde zum Nachweis
der gelosten Thiolbindung neben Anrege-Abfrage-Experimenten auch die Tatsache ge-
nutzt, dass durch das Aufbrechen der Thiolbindung die stabilisierenden DNA-Molekiile
von der Goldoberfldche entfernt werden. Dies hat eine irreversible und unspezifische
Aggregierung der nun ungeschiitzten Nanopartikel zur Folge (siehe auch 2.2). Die dort
eingesetzten Leistungsdichten sind jedoch acht GroBenordnungen hdoher als die in
Abbildung 4.6 verwendete Leistungsdichte. In unserem Fall des reversiblen, optothermi-
schen DNA-Schmelzens durch kontinuierliche Laserbestrahlung wird keine unspezifische
Aggregation beobachtet. Nach Beendigung der Laserbestrahlung formen sich die Aggre-
gate zuriick und zeigen bei erneuter, langsamer Temperaturerh6hung eine definierte klas-
sische Schmelzkurve. Dies gilt auch fiir die Experimente mit Nanosekunden-Pulsen in
den Kapiteln 5 bis 7. Die dort verwendeten Leistungsdichten liegen im Maximum noch
immer fiinf bis sechs Gréfenordnungen unter den Leistungsdichten, die in Ref. [178]
zum irreversiblen Abldsen der Thiolbindung fiihrt.

Auf die Reversibilitit des Zykluses aus optothermischem Schmelzen und Rehybridisie-
rung konzentriert sich auch eine kiirzlich publizierte Arbeit von Reismann et al.. [214]
Hier werden dhnliche Experimente mit DNA-gebundenen Gold-Nanopartikel-Aggregaten
gezeigt, die durch kontinuierliche Laserbestrahlung zum optothermischen Schmelzen der

DNA fiihrten. Sie bestdtigen die hier gefundenen Ergebnisse und zeigen laserinduziertes
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DNA-Schmelzen bei vergleichbaren Laserleistungsdichten. Durch lokale, elektronische
Temperaturmessungen im laserbestrahlten Volumen zeigen Reismann et al. eine ver-
gleichbare, globale Temperaturerhohung, wie die in Abbildung 4.6 numerisch bestimmte.
Durch kontinuierliche Bestrahlung von Gold-Nanopartikel-Aggregaten wird qualitativ
das gleiche Resultat erzielt, wie in Experimenten, die die hohe Infrarot-Absorption von
Wasser zum optothermischen Heizen nutzen. Die Wérme wird hierbei ebenfalls homogen
auf das laserbestrahlte Volumen verteilt und auch hierdurch kann optothermisches DNA-

Schmelzen induziert werden. [215, 216]
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In Kapitel 4 ist gezeigt worden, dass DNA in Nanopartikel-Aggregaten durch Wdirme
geschmolzen werden kann, die von Gold-Nanopartikeln durch optothermische Umwand-
lung von Licht im sichtbaren Spektralbereich erzeugt worden ist. Die kontinuierliche
Bestrahlung hat hier den Wdirmetransfer von den Nanopartikel-Aggregaten in die Umge-
bung ermaoglicht. Hierdurch ist es zur homogenen Erwdrmung des gesamten bestrahlten
Volumens zwischen den Nanopartikel-Aggregaten gekommen.

In diesem Kapitel wird durch die Verwendung von Laserpulsen, deren Dauer kiirzer ist
als die typische Wdrmediffusionszeit zwischen benachbarten Aggregaten, eine Beschrdin-
kung der Erwdrmung auf die direkte Umgebung der Aggregate erreicht. Spektral aufge-
loste, zeitintegrierte Messungen zeigen in 5.1 dass durch Pulse mit einer Dauer von
~100 ns lokales Heizen von Gold-Nanopartikel-Aggregaten erreicht werden kann, das
zum Schmelzen der DNA in den Aggregaten fiihrt. In 5.2 wird mit Hilfe zeitaufgeloster
Messungen der Extinktionsdnderung nach einzelnen Nanosekunden-Pulsen das Aufheiz-
und Abkiihlverhalten der Nanopartikel-Aggregate ermittelt. Durch gepulstes, optisches
Heizen und kontinuierliche optische Abfrage der Extinktion kann auch die Auflésung des
Aggregat-Verbandes durch DNA-Schmelzen und der Diffusions-Prozess der freigesetzten
Einzelpartikel beobachtet werden.

In Abschnitt 5.2.1 wird gezeigt, dass aus einer Sequenz von FEinzelpulsen mit
unterschiedlicher Leistungsdichte eine ,, optothermische Schmelzkurve“ der DNA erstellt

werden kann. Diese wird mit der , klassischen Schmelzkurve* aus 2.3.3 verglichen.
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Nachdem der plasmonische Ursprung der beobachteten, optisch induzierten Extinktions-
dnderung in 5.2.2 gekldrt wird, erfolgt in 5.2.3 eine detaillierte Untersuchung der Auf-
heiz- und Abkiihldynamik der lasergeheizten Aggregate.

5.1 Spektroskopie an lokal geheizten DNA-
gebundenen Nanopartikel-Aggregaten

Werden Gold-Nanopartikel durch DNA-Doppelstringe miteinander zu Aggregaten ver-
bunden, so kann im Extinktionsspektrum der Nanopartikel eine Rotverschiebung und
Verbreiterung der Plasmonresonanz beobachtet werden (siehe auch 2.3.3). Die Umkeh-
rung dieser spektralen Verdnderung, d.h. Blauverschiebung und Breitenreduktion der
Plasmonresonanz, wurde bei der Bestimmung der Schmelztemperatur durch schrittwei-
ses, langsames Erhohen der Badtemperatur in 4.1 als Indikator fiir das Schmelzen der
DNA und die resultierende Dissoziation der Nanopartikel-Aggregate genutzt. Auch bei
der optothermischen, globalen Erwérmung durch kontinuierliche Laserbestrahlung in
Kapitel 4, wurde diese markante Verdnderung der Extinktion beobachtet und diente dort
indirekt als Indikator fiir die erreichte Temperaturerh6hung im bestrahlten Volumen.

Das nachfolgende Experiment nutzt die gleiche Methode wie in 4.2, um zwischen loka-
lem und globalem Heizen durch Laserbestrahlung zu unterscheiden. Als Quelle fiir die
induzierte Warme dient nun ein frequenzverdoppelter Nd-YLF-Festkorperlaser, der La-
serpulse mit einer Dauer von 300 ns bei einer Wellenldnge von 527 nm liefert. Die beo-
bachteten Nanopartikel-Aggregate sind die in 4.2 untersuchten Aggregate aus 10 nm-
Partikeln, die in Head-to-Tail-Konfiguration durch DNA verbunden sind. Erneut wird das
Extinktionsspektrum vor und nach 6miniitiger Laserbestrahlung aufgezeichnet und ver-
glichen. Die Badtemperatur von 25°C liegt wie in 4.2 weit unter der DNA-
Schmelztemperatur von 39,5 °C.

Die Anderung der Extinktion durch gepulste Laserbestrahlung ist in Abbildung 5.1 zu se-

hen. Bei einer Repetitionsrate von 250 Hz und einer Leistungsdichte, die im zeitlichen
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Abbildung 5.1: Extinktionsdnderung
DNA-gebundener  Gold-Nanopartikel-
Aggregate durch Bestrahlung mit Laser-
pulsen von 300 ns Dauer. Die Bestrah-
lung mit Ipys = 9,3 kW/mm? bei einer
Repetitionsrate von 250 Hz (e) fihrt zu
einer deutlichen Anderung der Extink-
tion, die einer spektralen Blauverschie-
bung und somit Laser-induziertem DNA-
Schmelzen entspricht. Bei Reduktion
auf lpys/4 wird trotz 4facher Repetitions-
rate keine signifikante Extinktionsande-
rung beobachtet (o). Dieses Verhalten
1 . ] . ] beweist lokales Heizen.

400 500 600
Wellenlange (nm)

Mittel 0,7W/mm? betrigt, ist die markante Extinktionsénderung zu beobachten, die einer
Blauverschiebung und einer Breitenreduktion der Plasmonresonanz entspricht. Dies
wurde schon in Kapitel 4.2 als Indikator fiir Aggregats-Dissoziation als Folge
geschmolzener DNA genutzt. Auch unter den hier gegebenen Bedingungen wurde die
DNA folglich tiber ihren Schmelzpunkt hinaus erhitzt. Ein Vergleich mit den Ergebnissen
kontinuierlicher Laserbestrahlung aus 4.2 zeigt jedoch, dass die im zeitlichen Mittel
eingestrahlte Leistungsdichte im Fall gepulster Anregung um mehr als eine GroBenord-
nung reduziert ist. Die in Abbildung 5.1 beobachtete Extinktionsdnderung kann somit
nicht auf globales Heizen zuriickgefiihrt werden, da hierfiir die im zeitlichen Mittel ein-
gestrahlte Energie nicht ausreicht. Es handelt sich somit um eine lokale Erh6hung der
Temperatur in den Aggregaten und deren nédchster Umgebung. Diese reicht aus, um die
Schmelztemperatur der DNA zu {ibersteigen. Die typische Zeitkonstante z, um den
Gleichgewichtszustand des Temperaturprofils um die Aggregate zu erreichen, wurde in
4.2 auf 5 ps abgeschitzt. Da die Pulsdauer und somit die Heizdauer mit 300 ns kiirzer ist
als 7, bleibt keine Zeit, um Wérme an die globale Umgebung abzugeben. Die Tempera-
turerh6hung bleibt also auf das geringe Volumen in den Aggregaten und deren direkter
Umgebung beschrinkt. Dieses, im Vergleich zum globalen Heizen deutlich kleinere Vo-
lumen kann mit deutlich weniger Energie aufgeheizt werden. Somit reduziert sich die
geforderte, im zeitlichen Mittel eingestrahlte Leistungsdichte.

Da die Pulsdauer von 300 ns deutlich kiirzer ist als 7,4 = 6 ms, fehlt der kontinuierliche
Wirmetransfer zwischen benachbarten Aggregaten und es findet somit keine gegensei-

tige Erwidrmung statt. Dies muss dadurch ausgeglichen werden, dass jedes einzelne Ag-
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gregat einen groferen Beitrag zur eigenen Erwérmung leistet, also mehr Licht absorbiert
und in Wirme umwandelt. Die maximale Leistungsdichte wéhrend der Pulse in
Abbildung 5.1 betragt Ip,;=9,3 kW/mm? Verglichen mit den Experimenten mit
kontinuierlicher Laserbestrahlung in 4.2 ist dies eine um drei Grofenordnungen erhohte
Leistungsdichte. Erst durch diese deutlich erhohte Leistungsdichte wahrend der Pulse
kann die lokale Temperatur iiber die Schmelztemperatur der DNA erhoht werden. Redu-
ziert man /Ip,;, auf 2,3 kW/mm?, so wird kein DNA-Schmelzen beobachtet. Die Reduktion
von Ipy;; kann hierbei nicht durch Erhéhung der Puls-Repetitionsrate kompensiert werden,
obwohl hierdurch die im zeitlichen Mittel eingebrachte Leistungsdichte / unveréndert
bleibt (vgl. Abbildung 5.1). Das Schmelzverhalten, und somit die optisch induzierte
Temperaturerhohung hangt im Fall gepulster Bestrahlung also nicht von 7, sondern nur
von Ip,, ab. Dies ist ein weiterer Beweis fiir laserinduziertes, lokales Heizen als Folge
gepulster Anregung.

Durch spektrale Auflosung der laserinduzierten Extinktionsénderung kann diese eindeu-
tig der Dissoziation der Nanopartikel-Aggregate und somit dem Schmelzen der DNA
zugewiesen werden. Das Experiment beweist somit, dass die DNA im Inneren der Ag-
gregate auch mit Laserpulsen von 300 ns Dauer derart aufgeheizt werden kann, dass sie
schmilzt. Die deutliche Reduzierung der im zeitlichen Mittel eingestrahlten Leistung ge-
geniiber kontinuierlicher Bestrahlung zeigt, dass lediglich ein kleines Volumen um die
Aggregate herum aufgeheizt wird. Die Temperatur im Grofteil des Zwischenraumes zwi-
schen benachbarten Aggregaten bleibt nahezu unverindert.

Aus Abbildung 5.1 wird ersichtlich, dass sich die Extinktion das durch Schmelzen der
DNA und der hieraus resultierender Auflosung der Aggregate iiber nahezu den ganzen
sichtbaren Spektralbereich éndert. In den folgenden Kapiteln wird auf die spektrale Auf-
16sung der Extinktionsdnderung zugunsten der zeitlichen Auflésung verzichtet. Lediglich
in Kapitel 5.2.2 wird die eindeutige Korrelation zwischen spektral aufgelosten und zeit-
lich aufgelosten Messungen durch zwei-Farben-Messungen bestitigt. Ansonsten be-
schranken sich die Messungen im Folgenden auf die Extinktionsdnderung im roten
Spektralbereich. Hierdurch wird eine zeitliche Auflosung der Autheiz- und Abkiihlpro-
zesse in Lasergeheizten Nanopartikel-Aggregaten ermoglicht, sowie die direkte Beo-

bachtung der Diffusion der aus den Aggregaten freigesetzten Einzelpartikel.
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5.2 Zeitaufgelb6ste Messungen an laserge-

heizten Gold-Nanopartikel-Aggregaten

In den Kapiteln 4 und 5.1 wurde bereits durch spektroskopische Untersuchung der opti-
schen Extinktion von laserbestrahlten Gold-Nanopartikel-Aggregaten gezeigt, dass diese
sowohl durch kontinuierliche, als auch durch gepulste Laserbestrahlung derart aufgeheizt
werden konnen, dass die DNA im Inneren der Aggregate schmilzt. Als Folge des op-
tothermischen Schmelzens 16st sich die Bindung zwischen den Nanopartikeln und somit
der Aggregats-Verbund auf und die Nanopartikel liegen schlieBlich im geldsten Zustand
vor. In diesem Kapitel werden durch zeitaufgeloste Extinktionsmessungen die Prozesse
aufgeldst, die als Folge der Laserbestrahlung in den Aggregaten ausgelost werden.
Sowohl die Nanopartikel-internen Autheizvorginge auf der Femtosekunden- bis Pikose-
kunden- Zeitskala, als auch die Abkiihlung einzelner Nanopartikel auf der Nanosekun-
den- Zeitskala konnen durch Anrege-Abfrage-Experimente untersucht werden, die auf
dem Prinzip von Verzdgerungsstrecken beruhen. [30, 65, 70] Hierbei trifft der Abfrage-
puls aufgrund der endlichen Lichtgeschwindigkeit nach Durchlaufen einer Verzogerungs-
strecke zeitlich versetzt zum Anregepuls auf der Probe auf und misst dort die Anderung,
die durch den Anregepuls kurz zuvor induziert wurde. Da Verzogerungsstrecken mit ver-
tretbarem experimentellem Aufwand und ausreichender Genauigkeit jedoch nur wenige
Meter lang sein konnen, ist die hierdurch erreichbare Verzogerung auf wenige Nanose-
kunden beschriankt. Bei den hier verwendeten Pulsldngen von ~100 ns kann diese Me-
thode somit nicht zum Einsatz kommen, zudem allein der Abkiihlvorgang der untersuch-
ten Aggregate auf der Mikrosekunden-Zeitsakala erwartet wird (siehe Diskussion in 4.2).
Alternativ zur Konfiguration gepulster Anregung und gepulster Abfrage ist fiir den zu
untersuchenden Zeitbereich eine Konfiguration gepulster Anregung und kontinuierlicher
Abfrage moglich. Anderungen transmittierter Lichtintensitéit konnen mit schnellen Pho-
todioden und einem geeigneten Oszilloskop mit Zeitauflosungen von wenigen Nanose-
kunden direkt elektronisch detektiert werden. Der hierfiir entwickelte Messaufbau ist in
Kapitel 3.3 detailliert beschrieben.

Fiir die folgenden, zeitaufgelosten Untersuchungen kam das in Abbildung 5.2 a) darge-
stellte DNA-Gold-Hybridsystem in Tail-to-Tail-Konfiguration zum Einsatz. Wie aus der

klassischen Schmelzkurve in Abbildung 5.2 c) erkennbar, hat das System in dieser
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Konfiguration eine Schmelztemperatur von 54 °C. Aufgrund der gednderten Konfigura-
tion der Nanopartikel liegt dies trotz identischer Erkennungssequenz 14,5 °C tiiber der
Schmelztemperatur, die in 4.1 fiir die Head-to-Tail-Konfiguration gemessen wurde [Jin].
Hierdurch bleibt in den folgenden Experimenten mehr experimenteller Spielraum zur
Variation der Badtemperatur. Hinzu kommt, dass der Abstand in dieser Konfiguration
genauer definiert ist und somit spdtere Modellrechnungen erleichtert werden. In der klas-
sischen Schmelzkurve in Abbildung 5.2 c) ist eine deutliche Zunahme der Extinktion
erkennbar, bevor die Schmelztemperatur erreicht wird. Dies weist auf eine ausgeprégte
Ostwald-Reifung hin, durch die in 5.2.1 gezielt die GroBe der gebildeten Aggregate vari-
iert werden kann. Die Tail-to-Tail-Konfiguration wird erreicht durch eine Gold-Charge
mit 5’-thiolmodifizierter DNA und einer zweiten Charge mit 3’-thiolmodifizierter DNA.
Zusétzlich wurden jeweils 15 Abstandshalter-Sequenzen zwischen Thiol und Erken-
nungssequenz eingesetzt, um eine bessere Hybridisierungseffizienz zu erlangen.

Nach mehreren Stunden Hybridisierung befindet sich das System im aggregierten Zu-

stand, deutlich gekennzeichnet durch die verbreiterte und rotverschobene Plasmonreso-

57 GAG-GGA-TTA-TTG-TTA—AAT-ATT-GAT-AAG-GAT 3°
a) -S-(CHy)3-37-A15-CTC-CCT-AAT-AAC-AAT  TTA-TAA-CTA-TTC-CTA-A;5-57-(CHp)g-S-
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Abbildung 5.2: a) Tail-to-Tail-Konfiguration der DNA-gebundenen Gold-Nanopartikel (nicht
mafstabsgetreu). b) Bei der Wellenlange des Abfragelasers von 650 nm ist die Extinktion
von Aggregaten bei 20 °C (blau) héher als die der gelésten Nanopartikel bei 60 °C (schwarz).
Der Anregelaser hat eine Wellenlange von 527 nm und nutzt somit die hohe Absorption im
Spektralbereich der Plasmonresonanz. c¢) Bei der Schmelztemperatur von 54 °C nimmt die
Extinktion bei 650 nm rasch ab. Etwas unterhalb dieser Temperatur nimmt die Extinktion zu,
ein deutliches Zeichen fir Aggregatswachstum durch Ostwaldreifung.
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nanz im Extinktionsspektrum (vgl. Abbildung 5.2 b)). Mit Hilfe eines kontinuierlichen
Diodenlasers mit einer Wellenldnge von 650 nm wird nun die Extinktionsdnderung im
roten Spektralbereich beobachtet, die durch den gepulsten Heizlaser verursacht wird.
Abbildung 5.3 a) zeigt die Transiente der relativen Extinktionsdnderung AExt/Ext bei
einer Badtemperatur von 25°C und einer Leistungsdichte /p,;; = 2,4 kW/mm?. Unmittel-
bar nach dem Laserpuls kann eine schnelle Abnahme der Extinktion beobachtet werden.
Diese wird einer optothermisch induzierten Anderung der Dielektrizititsfunktion der
Gold-Nanopartikel[30], des Wassers und der DNA zugewiesen. Auch eine thermisch
induzierte Ausdehnung der Aggregate und eine voriibergehende Zunahme der Nanoparti-
kel-Absténde sind als Ursache fiir diese Extinktionsabnahme moglich.

Die Extinktion geht innerhalb weniger Mikrosekunden wieder vollstdndig auf den ur-
spriinglichen Wert zuriick und bleibt auch auf der Millisekunden-Zeitskala unveréndert
(Abbildung 5.3 b)). Der Riickgang der Extinktion folgt in den ersten 20 ps einer
Exponentialfunktion mit einer Zeitkonstante von 5,7 £ 0,2 ps. Auf ldngerer Zeitskala bis
250 ps kann der Riickgang der Extinktion auf den urspriinglichen Wert nur mit einer ge-
streckten Exponentialfunktion mit einem Streckungsexponenten von 0,5 beschrieben
werden. Die Zeitkonstante fiir den Riickgang der Extinktionsdnderung stimmt sehr gut
mit der in 4.2 abgeschétzten Zeitkonstante 7 = 5 ps liberein. 7 gibt die Zeit an, die fiir das
Erreichen des Gleichgewichtes des Temperaturprofiles um ein lokal geheiztes Aggregat
erforderlich ist, und ist somit auch die typische Abkiihlzeit des betrachteten Aggregates.
Die beobachtete, kurzzeitige Abnahme der Extinktion auf der Mikrosekunden- Zeitskala
wird somit der kurzzeitigen, lokalen Erwadrmung der Aggregate zugeordnet. Die Ab-
nahme der Extinktion entspricht hierbei dem Autheizprozess und die Wiederherstellung
der Extinktion dem Abkiihlprozess. Dies erkldrt auch, dass das Abklingverhalten der
Extinktionsdnderung einer gestreckten Exponentialfunktion folgt. Die treibende Ursache
fiir den Wirmetransfer vom Aggregat an die Umgebung und somit fiir die Abkiihlung
eines Aggregates ist der Temperaturgradient zwischen lokal geheiztem Aggregat und
dessen kalter Umgebung. Mit fortschreitender Zeit verursacht der Warmetransfer einen
zunehmenden Ausgleich der Temperaturen im Aggregat und in der Umgebung. Der
Temperaturgradient nimmt hierdurch ab und somit auch die treibende Ursache fiir den

Wirmetransfer.
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Abbildung 5.3: a) Die relative Extinktionsdnderung bei 650 nm zeigt nach einem Laserpuls
mit niedriger Leistungsdichte (Ipys = 2,4 kW/mm?) eine rapide Abnahme der Extinktion und ei-
nen Rickgang dieses Signals innerhalb weniger Mikrosekunden. Dieses Verhalten wird der
Aufheizung der Aggregate wahrend des Laserpulses und dem darauf folgenden Abkihlen
der Aggregate zugeschrieben. b) Nach der Abklhlung zeigt sich keine lang anhaltende
Veranderung der Extinktion. ¢) Bei lpys = 4,8 kW/mm? ist eine gréRere Amplitude des raschen
Extinktionsabfalles zu beobachten, da die Temperatur in den Aggregaten aufgrund der
héheren eingestrahlten Leistungsdichte héher ist. Die erreichte Temperatur reicht nun aus,
um die DNA in den Aggregaten zu schmelzen. Als Folge bleibt die Extinktion auch nach der
Abklhlphase auf einem herabgesenkten Niveau. d) Mit zunehmender Zeit nimmt die
Extinktion sogar noch weiter ab, da die ungebundenen Nanopartikel nun auseinander
diffundieren. Alle Daten in a) — d) wurden uber 20 Einzelpulse gemittelt, um das Rauschen zu
reduzieren.
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Die Abkiihlung der Aggregate wird folglich mit zunehmender Zeit immer langsamer und
folgt darum einer gestreckten Exponentialfunktion. Auch bei der Abkiihlung einzelner
Gold-Nanopartikel folgt die Temperatur einer gestreckten Exponentialfunktion. [69]
Detailliertere Untersuchungen der Aufheiz- und Abkiihlprozesse und des plasmonischen
Ursprungs der Extinktionsdnderung werden in 5.2.2 und 5.2.3 folgen.

Erhoht man die eingestrahlte Leistungsdichte auf /p,;; = 4,8 kW/mm?, so erhoht sich auch
die Amplitude der scharfen Extinktionsabnahme wéhrend des Pulses (Abbildung 5.3 ¢)).
Dies ist konsistent mit der Interpretation, dass die kurzzeitige, scharfe Extinktionsab-
nahme auf die Erwdrmung der Partikel zuriickzufiihren ist, denn nach (2.20) und (2.25)
bedeutet eine hohere eingestrahlte Leistungsdichte eine hohere Temperatur im Aggregat
und somit eine groBBere Amplitude der kurzzeitigen Extinktionsabnahme. Dieser Zusam-
menhang wird in 5.2.2 im Detail untersucht werden.

Die Zeitkonstante fiir die Abkiihlung bleibt in den ersten 20 ps mit 5,1 = 0,1 pus im Ver-
gleich zum vorherigen Experiment nahezu unveréndert, da sich die Aggregatsgrof3e nicht
gedndert hat. Im Gegensatz zur Einstrahlung von /p,;; = 2,4 kW/mm? geht das AExt/Ext—
Signal nun nicht mehr auf den urspriinglichen Wert zuriick. Im weiteren Verlauf nimmt
die Extinktion auf der Millisekunden-Zeitskala sogar weiter ab und geht schlieBlich nach
einigen Millisekunden in Séttigung tliber (Abbildung 5.3 d)). In der Folge @ndert sich die
Extinktion kaum noch, so dass sie sich selbst nach mehreren Sekunden noch auf einem
deutlich niedrigeren Niveau befindet als vor dem Puls (vgl. Abbildung 5.4). Die
Erklarung fiir diese langfristige Abnahme der Extinktion ist die folgende:

[ Abbildung 5.4: Die langfristige
2 Extinktionsabnahme, die durch laserin-
duziertes DNA-Schmelzen und anschlie-
Rende Auflosung des  Aggregat-
Verbandes verursacht wird, halt Gber
mehrere Sekunden an. Erst durch Diffu-
4 sion oder Konvektion ungeschmolzener
Aggregate in das Abfrage-Volumen
1 . 1 . 1 . 1 .1 nimmt die Extinktion langsam wieder zu.

3k

dEXVExt (%) @ 650 nm
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Aufgrund der GroBe der Aggregate findet die Abkiihlung trotz eines deutlich kiirzeren
Pulses innerhalb einiger Mikrosekunden statt. Die Wérme, die fiir einige Mikrosekunden
im Aggregat herrscht, reicht aus, um die DNA zu schmelzen. Hierdurch werden die Ver-
bindungen zwischen den Nanopartikeln gelost und die Nanopartikel diffundieren nun auf
der Millisekunden-Zeitskala auseinander. Die gemessene langfristige Abnahme der Ex-
tinktion ist eine Folge des zunehmenden Partikelabstandes. Dieser fiihrt letzten Endes
auch in der klassischen Schmelzkurve in Abbildung 5.2 ¢) zur Abnahme der Extinktion
im untersuchten Spektralbereich. Nach etwa 10 ms dndert sich die Extinktion nicht mehr,
da die Nanopartikel nun einen ausreichend groflen Abstand zueinander haben, dass sich
eine weitere Entfernung der Nanopartikel nicht mehr auf die Plasmonenkopplung und
somit nicht mehr auf die Extinktion auswirken. Eine erneute Aggregats-Bildung dauert
Minuten bis Stunden, so dass ein Riickgang der Extinktion auf den urspriinglichen Wert
durch Reaggregierung ausgeschlossen werden kann. Dies erkldrt, warum das Signal wie
in Abbildung 5.4 dargestellt, iiber mehrere Sekunden anhilt. Erst die Diffusion oder Kon-
vektion neuer, unbestrahlter Aggregate in das Abfrage-Volumen fiihrt zur Wiederher-
stellung des urspriinglichen Extinktionsniveaus. Aufgrund dieser Langlebigkeit der Ex-
tinktionsdnderung wurden die Transienten in Abbildung 5.3 im Einzelpuls-Verfahren
aufgenommen. Nach jeder einzelnen Messung wurde die Kiivette aufgeschiittelt, um fiir
den néchsten Laserpuls neue, unbeeinflusste Aggregate im Abfrage-Volumen zu haben.
Zur Reduktion des Rauschens wurde in Abbildung 5.3 jeweils {iber 20 Einzelmessungen
gemittelt.

Wihrend das Verhalten der Extinktionsdnderung auf der Mikrosekunden- Zeitskala fiir
schwache und starke Pulse sehr dhnlich ist, tritt eine langfristige Anderung der Extinktion
nur auf, wenn der Heizpuls ausreichend intensiv war, um eine fiir DNA-Schmelzen aus-
reichend hohe Temperatur zu erzeugen. Ab welcher Laserleistungsdichte es zum Schmel-
zen der DNA kommt, wird im folgenden Kapitel durch systematische Erhohung der ein-

gestrahlten Leistungsdichte untersucht.
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5.2.1 Die optothermische Schmelzkurve

Im vorhergehenden Kapitel wurde gezeigt, dass es bei einer Leistungsdichte des Anrege-
lasers von /p,;; = 4,8 kW/mm? zu Auflosen der Aggregate durch optothermisches

DNA-Schmelzen kommt. Indikator hierfiir ist eine lang anhaltende Abnahme der Extink-
tion, die nach einigen ms ihren Sattigungswert erreicht hat. Um zu untersuchen, ab wel-
cher Leistungsdichte dieses Phanomen beobachtet werden kann, wird diese lang anhal-
tende Extinktionsdanderung bei schrittweise steigender Leistungsdichte aufgezeichnet. Die
erhaltene Kurve wird im Folgenden ,,optothermische Schmelzkurve* genannt. In
Abbildung 5.5 ist die Anderung der Extinktion 20 ms nach dem Heizpuls fiir
unterschiedliche Leistungsdichten bei einer Badtemperatur von 25 °C aufgetragen. Jeder
Messpunkt entspricht einem einzelnen Laserpuls. Hier sei darauf hingewiesen, dass pro
Laserpuls weniger als 1% des gesamten Reservoirs an Aggregaten in der Losung be-
strahlt wird. Nach jedem Puls wird das angeregte und abgefragte Volumen durch Ver-
schieben oder Schiitteln der Kiivette erneuert. In der optothermischen Schmelzkurve in
Abbildung 5.5 kann ein klares Schwellenverhalten beobachtet werden. Unterhalb von
Ips =3 kW/mm? ist trotz zunehmender Leistungsdichte keine lang anhaltende Extinkti-
onsdnderung zu beobachten, da die induzierte Temperaturerhohung nicht ausreicht, um
die DNA zu schmelzen. Bei der Schwellen-Leistungsdichte Zs.pyene = 3,6 kKW/mm? kommt
es zu einem Ubergang in einen zweiten Leistungsbereich, in dem die Amplitude der Ex-

tinktionsabnahme linear mit zunehmender Leistungsdichte wiachst. Is.uwen. Wird hierbei

1 1 1 1 1 1 1
-4 0,0 . , .
Abbildung 5.5: Die ,optothermische
| a  Schmelzkurve® zeigt die Extinktions-
m
I dos = anderung 20 ms nach dem Laserpuls
: ’ uL bei schrittweise steigender Lei-
oL | :g stupgsdichte. Jeder _Mes_spunkt_ ent-
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: +1-1.0 ® puls-Messung. Die Abnahme der Ex-
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I S Schmelzen, wenn die Schwellen-
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aus dem Schnittpunkt zweier Ausgleichsgeraden zu den jeweiligen Leistungsbereichen
bestimmt (vgl. Abbildung 5.5) Ab etwa 5,5 kW/mm? verldsst die Extinktionsdnderung
den linearen Bereich und geht in Sittigung. Der Verlauf dieser Kurve zeigt groBe Ahn-
lichkeiten mit der klassischen Schmelzkurve, die durch langsame Temperaturerhohung
gewonnen wurde. Diese Ahnlichkeit wird verstéindlich, wenn man die zu Grunde liegen-
den Mechanismen fiir die lang anhaltende Extinktionsédnderung nach einem Laserpuls
betrachtet. Bei der Badtemperatur von 25 °C muss eine bestimmte Mindestenergie op-
tothermisch in das System eingebracht werden, um die Barriere des DNA-Schmelzens zu
iiberwinden. Ab der Schwellen-Leistungsdichte Is. .. reicht die optothermisch indu-
zierte Temperatur aus, um die DNA im Inneren der Aggregate zu schmelzen. Dies fiihrt
zur Auflosung der Aggregate und somit zur Extinktionsabnahme. Mit steigender Leis-
tungsdichte wird ein immer groBerer Anteil der Aggregate geschmolzen, die Amplitude
der gemessenen Extinktionsdnderung steigt. SchlieBlich sind alle im bestrahlten Volumen
vorhandenen Aggregate vollstindig aufgeldst. Die Extinktion kann trotz steigender Leis-
tungsdichte nicht weiter abnehmen. Die Extinktionsénderung geht somit in Sittigung.

Im Gegensatz zur klassischen Schmelzkurve ist die Extinktionsidnderung in der ,,Op-
tothermischen Schmelzkurve® nicht gegen die Temperatur aufgetragen, sondern gegen
die eingestrahlte Leistungsdichte. Aus (2.20) ist jedoch bekannt, dass die induzierte
Temperaturerhohung direkt proportional zur eingestrahlten Leistungsdichte ist. Der
direkte Vergleich mit der klassischen Schmelzkurve zeigt dennoch zwei Unterschiede:

Die Extinktionszunahme, die in der klassischen Schmelzkurve kurz vor Erreichen des
Phaseniibergangs zu beobachten ist, wird in der optothermischen Schmelzkurve nicht
beobachtet. Die Ursache fiir die Extinktionszunahme in der klassischen Schmelzkurve ist
die GroBenzunahme durch Ostwald-Reifung (vgl. hierzu auch 2.3.3). Hierfiir miissen
zundchst kleine Aggregate aufgeschmolzen werden. AnschlieBend diffundieren die frei-
gewordenen Nanopartikel zu groBen, stabileren Aggregaten und vergrofern diese nach
DNA-Hybridisierung.[184] Dieser Vorgang wird in der klassischen Schmelzkurve sicht-
bar, da hier der Temperaturbereich der Ostwaldreifung i{iber mehrere Minuten hinweg
durchlaufen wird. In der optothermischen Schmelzkurve steht jeder Datenpunkt fiir eine
Einzelpuls-Messung. Zwischen Heiz- und Detektionszeitpunkt liegen nur 20 ms. Dies
reicht nicht aus, um die genannten Prozess-Schritte zu durchlaufen, die zur Ostwaldrei-

fung notig sind. Die Ostwald-Reifung in der klassischen Schmelzkurve ist ein Nebenef-
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fekt der inhomogenen Grofenverteilung. Hier schmelzen kleine Aggregate zuerst, da sie
weniger stabil gebunden sind. Auch die optothermische Schmelzkurve zeigt einen Ne-
beneffekt der inhomogenen GréBenverteilung: der Ubergangsbereich zwischen den bei-
den linearen Bereichen ist auf das Schmelzen unterschiedlich groBer Aggregate zuriick-
zufiihren. Hier schmelzen jedoch die groflen Aggregate zuerst.

Wie bereits in der theoretischen Betrachtung von optisch geheizten Nanopartikel-Aggre-
gaten in 2.2.2 eingefiihrt worden ist, erwartet man mit wachsender Aggregatsgrofie einen
Anstieg der pro Laserleistung induzierten Temperatur im Aggregat. Um dies zu iiberprii-
fen, wurden die Aggregate wihrend einer fiinfminiitigen Reifungsphase bei 50 °C ver-
groBert. Bei dieser Temperatur nimmt die durchschnittliche Grofle der Aggregate auf-
grund der sog. Ostwaldreifung deutlich zu und die Grofen der Aggregate werden ein-
heitlicher. Dieser Zustand bleibt erhalten, wenn die Losung anschlieBend wieder auf
25 °C abgekiihlt wird. Die Auswirkung dieser gezielten Grofenédnderung ist in der op-
tothermischen Schmelzkurve in Abbildung 5.6 zu sehen. Die Schwelle fiir das DNA-
Schmelzen ist durch die Ostwald-Reifung deutlich herabgesetzt, da die erforderliche
DNA-Schmelztemperatur in groBeren Aggregaten bereits bei geringerer Leistungsdichte
erreicht wird. Vor der Ostwald-Reifung wurden zuerst grole Aggregate und bei hoherer
Leistung auch kleinere Aggregate geschmolzen. Die Folge hieraus ist der breite Uber-
gangsbereich in den linear ansteigenden Bereich der optothermischen Schmelzkurve in
Abbildung 5.5. Nach der Ostwald-Reifung herrscht eine homogenere Groflenverteilung.

Dies fiihrt zu einem deutlich schérferen Ubergang zwischen den beiden linearen Berei-
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Im Folgenden wird der Einfluss der Badtemperatur auf die Schwellen-Leistungsdichte
Lsenwenre untersucht. Hierfiir wird bei unterschiedlichen Badtemperaturen eine optothermi-
sche Schmelzkurve aufgenommen und hieraus jeweils Ispyene bestimmt. Um den oben
beschriebenen Einfluss der Aggregatsgroe auf Is.pyen. in diesem Experiment ausschlie-
Ben zu konnen, muss eine konstante Grofenverteilung iiber den gesamten Beobachtungs-
Zeitraum garantiert sein. Nach einigen Stunden Hybridisierung erfolgt iiber den betrach-
teten Zeitraum kein weiteres Wachstum der Aggregate. Zudem werden Badtemperaturen
gewdhlt, die unterhalb des Temperaturbereiches liegen, in dem ein Gréenzuwachs der
Aggregate durch Ostwald-Reifung erfolgt. SchlieBlich wird die Messung zunéchst bei
schrittweise ansteigender Badtemperatur durchgefiihrt und anschlieBend bei schrittweise
abgesenkter Badtemperatur wiederholt.

In Abbildung 5.7 ist die Schwellen-Leistungsdichte Is.ere, die eingestrahlt werden muss,
um DNA-Schmelzen zu beobachten, fiir Badtemperaturen zwischen 15 °C und 45 °C
aufgetragen. Hier zeigt sich ein linearer Abfall von Iy mit steigender Badtemperatur.
Beim zweiten Durchlauf der Messung mit schrittweise abnehmender Badtemperatur ist
innerhalb der Fehlertolleranzen keine Hysterese zum ersten Durchlauf zu erkennen. Dies
bedeutet, dass sich die Aggregatsgroflen wihrend der Messung nicht messbar verdndert
haben. Der lineare Abfall ldsst sich wie folgt erkldren: Mit steigender Badtemperatur
sinkt die Temperaturdifferenz zwischen Ausgangstemperatur und der Schmelztemperatur

der DNA. Somit muss ein kleinerer Temperaturhub optisch induziert werden. Nach (2.20)

Abbildung 5.7: Die Schwellen-Leistungs-
dichte Ischwere, die bendtigt wird um DNA-
Schmelzen optisch zu induzieren, sinkt li-
near mit steigender Badtemperatur (blau:
lineare Annaherung durch alle Messpunkte).
Dies zeigt, dass bei hdherer Badtemperatur
ein kleinerer Temperatursprung induziert
werden muss, um die Schmelztemperatur
der DNA zu erreichen. Die Einzelmes-
sungen wurden zunachst bei zunehmender
(e) und anschlieBend bei abnehmender
Badtemperatur (m) gemessen. Da sich keine
Hysterese zeigt, kann eine GréRenanderung
[P REUR DR BRI BRI B der Aggregate wahrend der Messung
15 20 25 30 35 40 45  ausgeschlossen werden.
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und (2.25) ist die optisch induzierte Temperaturerhohung im Aggregat direkt proportional
zu der eingestrahlten Laserleistungsdichte. Bei unverdnderter Aggregats-Grofle bedeutet
dies in der Summe einen linearen Abfall der Schwellen-Leistungsdichte mit wachsender
Badtemperatur.

Auf diesen Zusammenhang zwischen Badtemperatur und Schwellen-Leistungsdichte
wird in Kapitel 6.1 noch einmal zuriickgegriffen, wenn die Temperatur im Inneren der

Aggregate bestimmt wird.

5.2.2 Der plasmonische Ursprung der optisch
induzierten Extinktionsanderung

In 5.2.1 wurde gezeigt, dass die lang anhaltende Extinktionsabnahme nur bei Uberschrei-
ten der Schwellen-Leistungsdichte Is.pyen. auftritt. Das Temperaturverhalten von Isepyere
und die GroBenabhéngigkeit der optothermischen Schmelzkurve zeigen klar, dass der
Grund fiir diese Extinktionsdnderung das optothermische Schmelzen der DNA in den
Aggregaten ist. Das Schmelzen der DNA 16st die Verbindungen zwischen den Nanopar-
tikeln und diese beginnen auseinander zu diffundieren. Zunehmender Abstand zwischen
Nanopartikeln ruft eine Abnahme der Plasmonenkopplung hervor und somit eine Reduk-
tion der Breite sowie eine Blauverschiebung der Plasmonresonanz.[112, 113] Dies be-
wirkt die Abnahme der Extinktion im roten Spektralbereich, der zeitaufgeldst beobachtet
wird. In Kapitel 5.1 wurde das Schmelzen der DNA und das hieraus resultierende Auflo-
sen der Aggregate durch die hierfiir typische und unverwechselbare Veranderung des
Extinktionsspektrums klar identifiziert. Der Vorteil einer spektral aufgelosten Verschie-
bung der Extinktion gegeniiber monochromer Extinktionsmessung liegt in der Eindeutig-
keit des Messergebnisses. Eine monochrom gemessene Abnahme der Extinktion kdnnte
auch ein Resultat abnehmender Konzentration sein. Letztere hitte im spektral aufgeldsten
Fall die Abnahme der Extinktion im gesamten Spektralbereich der Extinktion zur Folge.
Hier gelingt eine Unterscheidung zwischen purer Konzentrationsénderung und der Ex-
tinktionsverschiebung, die in einem Wellenldngenbereich zur Abnahme, im anderen zur
Zunahme der Extinktion fiihrt. Das unverwechselbare Merkmal der Plasmonresonanzver-

schiebung soll auch im folgenden Experiment genutzt werden, um thermophoretisch be-
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dingte Konzentrationsédnderungen als Ursache fiir die lang anhaltende Extinktionsdnde-
rung auszuschlieflen.

Die spektrale Auflosung wird im folgenden zeitaufgelosten Experiment auf zwei Wel-
lenldngen beschriankt. Die langwellige Flanke der Plasmonresonanz wird wie bisher bei
650 nm untersucht, die kurzwellige Flanke nahe der Plasmonresonanz von Aggregaten
bei 532 nm (vgl. Abb. Abbildung 5.8 a) und b)). Hierfiir wird der vorhandene Messauf-
bau wie in 3.3 beschrieben durch einen weiteren kontinuierlicher Abfragelaser mit einer
Wellenlédnge von 532 nm erweitert. Alle drei Laser werden am gleichen Ort in der Kii-
vette rdumlich iiberlappt. Hierdurch wird eine simultane Messung der Extinktionsidnde-
rung im roten und im griinen Spektralbereich ermoglicht

Das zwei-Farben-Abfrage-Experiment wird an zwei unterschiedlichen Probensystemen
durchgefiihrt: Aggregate aus Nanopartikeln mit 20 nm Durchmesser, sowie Aggregate
aus Nanopartikeln mit 40 nm Durchmesser. Die exakten Konfigurationen und Sequenzen
sind im Anhang detailliert beschrieben. Diese Probensysteme wurden gewéhlt, da sie sich
nach einstiindiger Hybridisierung im Spektralbereich des Maximums der Plasmonreso-
nanz unterscheiden. Hier zeigen die Aggregate aus 20 nm Gold-Partikeln eine leichte
Erhohung der Extinktion um 532 nm im Vergleich zu freien Nanopartikeln. Bei Aggre-
gaten aus 40 nm Gold-Partikeln ist die Extinktion in diesem Bereich hingegen durch die
Hybridisierung vermindert. Im roten Spektralbereich bewirkte die Hybridisierung in bei-
den Proben eine Zunahme der Extinktion (Abbildung 5.8 a) und b)). Dieses Detail wird
nun in den zeitaufgelosten Messungen mit zweifarbiger Abfrage benutzt, um die Korre-
lation zwischen lang anhaltendem DNA-Schmelz-Signal und der spektralen Lage der
Plasmonresonanz zu zeigen.

Abbildung 5.8 c) zeigt die Ergebnisse der zeitaufgelosten Messungen der Aggregat-
Dissoziation nach Heizpulsen mit Leistungsdichten groBer als Is.yene fiir 20 nm Partikel-
Aggregate. Hier beobachtet man sowohl im roten, als auch im griinen Spektralbereich
eine Abnahme der Extinktion auf langer Zeitskala. Dies ist konsistent mit der Resonanz-
verschiebung in Abbildung 5.8 a). Die kurzzeitige Extinktionsdnderung auf der Mikrose-

kunden-Zeitskala wird in diesen Messungen zeitlich nicht aufgelost.
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Abbildung 5.8: a) Die Extinktion freier Nanopartikel mit 20 nm Durchmesser (schwarz) ist
sowohl bei 532 nm, als auch bei 650 nm geringer als im aggregierten Zustand (blau). b)
40 nm Partikel zeigen bei 532 nm ein entgegengesetztes Verhalten (gleiche Farben wie in
a)). c¢) Die gleichzeitige Messung der Extinktionsanderung im grinen und roten
Spektralbereich zeigt fir Aggregate aus 20 nm Partikeln bei einer Leistungsdichte
Ipus > lschwelle €iN€ Extinktionsabnahme in beiden Spektralbereichen. Dies stimmt mit den
jeweiligen Extinktionsénderung in den Spektren in a) Gberein. d) Die Aggregate aus 40 nm
Partikeln zeigen je nach Abfrage-Wellenlange Extinktionsab- oder zunahme. Die Vorzeichen
der Extinktionsdnderungen entsprechen genau der spektralen Anderung der Extinktion, die
aufgrund der Resonanzverschiebung in b) beobachtet wird.

In Aggregaten mit 40 nm Partikeln werden hingegen in den beiden Spektralbereichen
optothermisch induzierte Extinktionsinderungen mit entgegengesetzten Vorzeichen ge-
messen (Abbildung 5.8 d)). Hier nimmt die Extinktion bei der Wellenldnge von 532 nm
nach dem Heizpuls zu. Dies entspricht genau dem Verhalten, wie es aus den Extinkti-
onsspektren in Abbildung 5.8 b) zu erwarten ist.

Dieses zwei-Farben-Abfrage-Experiment zeigt somit eindeutig die Korrelation zwischen
der lang anhaltenden Extinktionsénderung und der spektralen Verschiebung der Plasmon-

resonanz aufgrund des Schmelzens der DNA. Durch zweifarbige zeitlich aufgelosten
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Messung der optothermischen Aggregat-Dissoziation kann ausgeschlossen werden, dass
die Abnahme der Extinktion im roten Spektralbereich ein reiner Effekt der lokalen Ab-

nahme der Partikelkonzentration durch thermische oder optische Effekte ist.

Neben der lang anhaltenden Extinktionsdnderung, die nur ab der Schwellen-Leistungs-
dichte Is.pene auftritt, zeigt Abbildung 4.4 eine weitere Extinktionsdnderung auf der
Mikrosekunden-Zeitskala auch bei niedrigen Leistungsdichten. Im Folgenden soll gezeigt
werden, dass diese rasche Extinktionsabnahme im roten Spektralbereich klar dem Auf-
heizen und dem Abkiihlen der Aggregate zugeschrieben werden kann.

Wie bereits in 5.2 erwéhnt, steigt die Amplitude der kurzlebigen Extinktionsénderung mit
steigender Leistungsdichte an. In Abbildung 5.9 ist die maximale Amplitude der
Extinktionsdnderung auf der Mikrosekunden-Zeitskala gegen die eingestrahlte Leis-
tungsdichte aufgetragen. Es zeigt sich ein linearer Anstieg der Amplitude, der aus dem
linearen Zusammenhang zwischen optisch induziertem Temperaturanstieg und einge-
strahlter Leistungsdichte aus (2.20) und (2.25) verstandlich wird. Die Ursache dieser ra-
schen Extinktionsidnderung ist also eine Folge der Aggregat-Erwarmung. Insbesondere
andert sich hierdurch die Plasmonresonanz aufgrund der thermisch induzierten Verinde-
rung der Dielektrizitidtsfunktion von Gold[30], des Wassers und der im Aggregat einge-
schlossenen DNA.

Abbildung 5.9: Anders als das lang anhal-

| tende DNA-Schmelz-Signal bei 20 ms ()
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Max (t<1HS)\-\ . onsanderung auf der Mikrosekunden-Zeit-
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Aus Anrege-Abfrage-Experimenten an ungebundenen Gold-Nanopartikeln, die durch
Femtosekunden-Laserpulse geheizt worden sind, ist bekannt, dass es durch die Erhitzung
der Nanopartikel zu einer Verbreiterung der Plasmonresonanz kommt. [30, 217, 218]
Dies fiihrt im betrachteten Spektralbereich jedoch zu einer thermisch induzierten Zu-
nahme der Extinktion. Im hier vorliegenden Fall wird nach Heizen mit Nanosekunden-
Pulsen ein anderes Vorzeichen der Extinktionsdnderung bei 650 nm beobachtet.

Dieser Unterschied wird verstdndlich, wenn man die unterschiedlichen Zeitskalen der
optischen Heizphasen néher betrachtet. In Femtosekunden-Experimenten ist die Heiz-
phase deutlich kiirzer als die Zeit, die der Wéarmetransfer vom Nanopartikel in das umge-
bende Medium beansprucht. Abbildung 5.10 a) zeigt die Temperaturprofile in einem
40 nm Goldpartikel und in dessen wissriger Umgebung zu unterschiedlichen Zeiten nach
einem Femtosekunden-Puls. Die Profile wurden mithilfe einer finite Elemente Simulation

errechnet, wobei davon ausgegangen wird, dass zum Zeitpunkt =0 ein homogen ge-

a) Gold Wasser b) 625 675

B 1ps
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62 ns Puls

—

o

50 ps
200 ps
M 1 M lk L 1 L 1 L M 1 M M
0 10 20 30 40 50 500 600 700
Abstand vom Zentrum (nm) Wellenldnge (nm)

Abbildung 5.10: a) Die Temperaturprofile nach einem Femtosekunden-Laserpuls (farbig)
zeigen nur eine geringe Erwarmung des umgebenden Wassers. Erst mehr als 100 ps nach
dem Puls erfolgt eine nennenswerte Erwarmung der Umgebung. Anrege-Abfrage-
Experimente zeigen zu diesem Zeitpunkt aufgrund der stark gesunkenen Partikeltemperatur
jedoch keine Extinktionsanderung mehr im roten Spektralbereich (siehe Text). Wahrend des
gesamten Pulses mit der Dauer von 62 ns herrscht eine breite Temperaturverteilung um das
Partikel. Der Einfluss der Erwarmung des umgebenden Wassers hat hier deutlich mehr
Einfluss auf die plasmonischen Eigenschaften. Durch die Erwarmung des Wassers in der
Partikelumgebung sinkt dessen Brechungsindex. Dies fuihrt zu einer Abnahme der Extinktion
im gesamten Spektralbereich, wie die Mie-Rechnung in b) zeigt. Hier wurde eine
Brechungsindex-Abnahme von 1% fiir eine Schale von 15 nm Dicke um ein 40 nm Partikel
angenommen.

Extinktionsquerschnitt x102 (um?)
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heiztes Nanopartikel vorliegt, das 40 K wirmer ist als seine Umgebung. Dies ist eine
idealisierte Beschreibung des Zustandes, der nach abgeschlossener Elektron-Phonon-
Thermalisierung wenige Pikosekunden nach einem ~100 Femtosekunden-Puls herrscht
(vgl. Kapitel 2.1.5). In diesem Zustand ist nur die thermische Anderung der
Dielektrizitiatsfunkion des Goldes entscheidend, die zu einer Resonanzverbreiterung
durch Plasmonddmpfung fiihrt [30, 217]. Im roten Spektralbereich bedeutet dies eine Zu-
nahme der Extinktion, die wenige Pikosekunden nach dem Laserpuls beobachtet wird
[30, 217, 218]. Da die Heizphase bereits beendet ist, kann nur die im Nanopartikel
vorhandene Wirme auf die Umgebung iibertragen werden. Dies erzeugt zunichst eine
diinne Schicht aus erwdrmtem Wasser um das Partikel, die nur wenigen nm dick ist. Mit
der Zeit wird die Temperaturverteilung deutlich breiter, wodurch jedoch auch die maxi-
male Temperatur deutlich abnimmt. Die Umgebung wird somit in Femtosekunden-Expe-
rimenten thermisch kaum beeinflusst, und somit ist auch der Einfluss der thermisch indu-
zierten Anderung der Dielektrizititsfunktion der Umgebung sehr gering. Tatséichlich
zeigt keine der genannten Arbeiten einige 10 ps nach einem Femtosekunden-Puls eine
messbare, optisch induzierte Extinktionsdnderung bei der in dieser Arbeit verwendeten
Abfrage-Wellenldange von 650 nm. [30, 217, 218]

Anders verhilt es sich mit Nanosekunden-Heizphasen, wie sie in dieser Arbeit vorliegen.
Wihrend des Heizpulses bleibt ausreichend Zeit, um die Umgebung der einzelnen Parti-
kel deutlich aufzuheizen. In Abbildung 5.10 a) ist das breite Temperaturprofil um ein
40 nm Partikel zum Zeitpunkt maximaler Bestrahlungsleistung wihrend eines GauB3-for-
migen Pulses mit einer Halbwertsbreite von 62 ns dargestellt. In diesem Szenario ist
deutlich mehr Wasser in der Umgebung aufgeheizt. In Aggregaten kommt der Warme-
stau durch nahe, benachbarte Nanopartikel hinzu, so dass ein groles Volumen um die
Nanopartikel herum nahezu die gleiche Temperatur erreicht wie die Nanopartikel selbst.
Somit ist der Einfluss der Umgebung auf die Anderung der Plasmonresonanz deutlich
stirker als in Femtosekunden-Experimenten.

Der Brechungsindex von Wasser sinkt mit steigender Temperatur.[219, 220] Abbildung
5.10 b) zeigt zwei Extinktionsspektren von Gold-Nanopartikeln, die mit Hilfe der Mie-
Theorie berechnet wurden. Fiir ein ungeheiztes Nanopartikel in kaltem Wasser wird hier-
bei ein Brechungsindex von 1,333 in der gesamten Partikelumgebung angenommen. Dem

berechneten Temperaturprofil wihrend eines Nanosekunden-Pulses aus Abbildung
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5.10 a) folgend wird fiir ein geheiztes Partikel eine Schale aus erwdrmtem Wasser mit
einem Brechungsindex von 1,32 und einer Schichtdicke von 15 nm angenommen. Die
berechnete Extinktion liegt fiir das geheizte Nanopartikel im gesamten Spektralbereich
unter der Extinktion des kalten Nanopartikels. Diese Abnahme der Extinktion wird auch
in Abbildung 5.3 und Abbildung 5.9 beobachtet. Hinzu kommt der Einfluss der
aufgeheizten DNA, der jedoch nur schwer abgeschétzt werden kann. Ein weiterer Effekt,
der zur Extinktionsabnahme beitragen kann, ist eine Ausdehnung der Aggregate. Diese
konnte durch den Druck hervorgerufen werden, den das Wasser in den Partikel-
Zwischenrdumen im Aggregat verursacht, wenn es sich aufgrund der Erwirmung
ausdehnt.

Die ndhere Betrachtung der Aufheiz- und Abkiihldynamik im Folgekapitel wird einen
weiteren Beweis dafiir liefern, dass die kurzlebige Extinktionsdnderung die Temperatur

im Aggregat reprasentiert.
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5.2.3 Die Aufheiz- und Abkuhldynamik
optothermisch geheizter Aggregate

In diesem Kapitel wird der zeitliche Verlauf der Extinktionsénderung genauer untersucht,
der Riickschliisse auf die Dynamik der Aufheiz- und Abkiihlprozesse in den Aggregaten
erlaubt. Zunichst wird das direkte Ansprechverhalten von Nanopartikel-Aggregaten auf
einen erwdarmenden Laserpuls mit einer Dauer von ~100 ns untersucht. Wie bereits in
2.1.5 vorgestellt, zeigen Heizexperimente mit Femtosekunden-Pulsen, dass einzelne
Gold-Nanopartikel innerhalb weniger Pikosekunden aufgeheizt werden [30, 68] Dies ist
finf GroBenordnungen kiirzer als die Dauer der Laserpulse, die in dieser Arbeit
verwendet werden. Mit diesen Pulsen kann das Autheizen der Nanopartikel zeitlich nicht
aufgelost werden, da die optothermisch induzierte Temperatur instantan dem zeitlichen
Intensitétsverlauf des Pulses folgt.

Im Gegensatz zu frei gelosten, massiven Gold-Nanopartikeln sind DNA-gebundenen
Aggregate aus Gold-Nanopartikeln wesentlich groer und bestehen in den Partikel-Zwi-
schenrdumen zu einem Grofiteil aus Wasser, das eine deutlich schlechtere Warmeleitung
besitzt als Gold. Wie diese aus Gold, Wasser und DNA zusammengesetzten Objekte auf
die optothermische Anregung durch Nanosekunden-Laserpulse reagieren, soll im folgen-
den Experiment gekliart werden, besonders in Bezug auf die Geschwindigkeit der Auf-
heiz- und Abkiihl-Prozesse.

Die Gold-Aggregate aus 10 nm Partikeln, die bereits in 5.2.1 Verwendung gefunden ha-
ben, werden mit Heizpulsen unterschiedlicher Dauer bestrahlt. Die Puls-Leistungsdichte
liegt jeweils unterhalb der Schwellen-Leistungsdichte, um das kurzlebige Signal isoliert
von Einfliissen des DNA-Schmelzens untersuchen zu konnen. Sowohl der gemessene
Verlauf der Laserpulsleistung, als auch die hierdurch optothermisch induzierte Extinkti-
onsénderung sind in Abbildung 5.11 dargestellt. Die Extinktionsdnderung wurde hierbei
gegeniiber bisherigen Darstellungen invertiert, um eine anschaulichere Gegeniiberstel-
lung mit der Leistungsdichte zu ermdglichen. Die Extinktionsdnderung, die nach 5.2.2
die Temperatur im Aggregat repréasentiert, folgt nicht unmittelbar auf die eingestrahlte

Leistung. Sowohl im Fall eines 62 ns-Laserpulses in Abbildung 5.11 a), als auch nach
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dem lidngeren Laserpuls mit 226 ns Halbwertsbreite in Abbildung 5.11 b) kann eine ra-
sche, aber verzogerte Extinktionsdnderung beobachtet werden. Die verzogerte Antwort
auf den Laserpuls bedeutet, dass das Aggregat-System wihrend der Anstiegszeit der La-
serleistung noch nicht ausreichend Wérme an die Umgebung abgeben kann, um den
thermischen Gleichgewichtszustand zu erreichen. Dies ist konsistent mit den Betrachtun-
gen in 4.2. Dort wurde die typische Zeitkonstante t, um das thermische Gleichgewicht zu
erreichen, fiir typische Aggregatsgroflen von 1 pum auf ca. 5 pus abgeschétzt.

Zusétzlich zum zeitlichen Verlauf der eingestrahlten Leistung ist in Abbildung 5.11 auch
das zeitliche Integral iiber die Leistung aufgetragen. Dies entspricht der gesamten im
System deponierten Energie. Der zeitliche Verlauf dieser Warmemenge stimmt mit der

zeitlichen Entwicklung der induzierten Extinktionsdnderung sehr gut iiberein. Dies be-

Zeit t (ns)
0 250 500 750
1 v 1 v 1 v 1
a) - = -—-— ___’—
-~ = -4

Abbildung 5.11: a) Der anregende
Laserpuls mit einer Halbwertsbreite von
62 ns (blau: gemessene Leistungsdich-
te) induziert die Anderung der Extinktion
der Nanopartikel-Aggregate (schwarz).
Diese folgt jedoch nicht instantan dem
Verlauf der eingestrahlten Leistung,
sondern dem Integral Uber die Leistung,
also der insgesamt im Aggregat depo-
nierten Energie (rot). Erst nach dem
Ende des Laserpulses entweicht lang-
sam Energie aus dem System in die
Umgebung. b) Auch bei langeren Laser-
pulsen von 226 ns Dauer folgt die Ex-
tinktionsanderung und somit die Tempe-
ratur in den Aggregaten der deponierten
Energie. Die Abkihlung nach Ende des
Heizpulses dauert deutlich langer als
der Aufheizvorgang und erfolgt mit der
gleichen Zeitkonstante wie in a).
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deutet, dass die Energie wihrend der gesamten Laserpuls-Dauer in den Aggregaten ak-
kumuliert wird und kaum Wirme an die Umgebung abgegeben wird. Erst nach Ende des
Laserpulses weicht die Extinktionsdnderung vom Verlauf der deponierten Wérme ab, da
nun langsam Wérme an die Umgebung abgegeben wird und die Aggregate abkiihlen.
Diese Abkiihlung erfolgt deutlich langsamer als die Erhitzung des Systems und wird im
Folgenden genauer untersucht.

In 2.1.5 wurde bereits vorgestellt, dass freie Nanopartikel je nach Gréfe innerhalb von
100 ps bis zu wenigen Nanosekunden abkiihlen, wobei die Abkiihldauer mit zunehmen-
der Grofe steigt. Der Verlauf der Abkiihlung folgt hierbei einer gestreckten Exponential-
funktion. [69] Dieses Verhalten wurde in 5.2 auch fiir den Abkiihlprozess lasergeheizter
Nanopartikel-Aggregate beobachtet. Im folgenden Experiment soll nun untersucht wer-
den, wie das Abkiihlverhalten von der Aggregatgrof3e abhéngt. Abbildung 5.12 a) zeigt
die Extinktionsspektren der Gold-Nanopartikel-Aggregate, die jeweils kurz vor der zeit-
aufgelosten Messung aufgenommen wurden. Die Aggregate wurden jeweils nach ein-

stiindiger und mehr als 24stiindiger Hybridisierung vermessen, wobei die verldngerte
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Abbildung 5.12: a) Das Extinktionsspektrum der Nanopartikel-Aggregate zeigt nach
24stindiger Hybridisierung (rot) eine ausgepragtere Rotverschiebung und Verbreiterung der
Plasmonresonanz als nach 1stindiger Hybridisierung (grin). Dies ist auf das
Aggregatwachstum wahrend der zusatzlichen Hybridisierungszeit zurickzufiihren. Als
Vergleich ist auch das Extinktionsspektrum der freien Nanopartikel vor Beginn der
Hybridisierung dargestellt (schwarz). b) Die Extinktionsanderung der kleinen Aggregate
(griin) klingt deutlich schneller ab, als die der groflen Aggregate (rot). Dies zeigt, dass grofie
Aggregate langsamer abkihlen als kleine. Die Anpassung einer gestreckten
Exponentialfunktion an die gemessenen Transienten ergeben in beiden Fallen einen
Streckungsexponenten 3 = 0,5 und die angegebenen Zeitkonstanten z fiir die Kiihldauer.

dExt/Ext (norm) @650 nm
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Hybridisierungszeit zu deutlich groferen Aggregaten fiihrt. Dies ist auch aus der Rotver-
schiebung und Resonanzverbreiterung der zugehorigen Extinktionsspektren ersichtlich.
Die optothermisch induzierte Extinktionsdnderung der Aggregate ist in Abbildung 5.12 b)
dargestellt. Zur anschaulicheren Gegeniiberstellung wurden die Transienten auf die
maximale Amplitude normiert. Die Extinktionsidnderung im Fall der kleinen Aggregate
nach kurzer Hybidisierungszeit geht deutlich schneller zuriick als die der grofBen
Aggregate nach langer Hybridisierung. Wie bereits fiir frei geloste Nanopartikel, steigt
auch bei Aggregaten die Abkiihldauer mit wachsender GréBe. Eine rein exponentielle
Anndherung des Verlaufs in der Abkiihlphase ist nicht moglich (Daten nicht gezeigt).
Hingegen fiihrt die Annéherung mit einer gestreckten Exponentialfunktion

dExt/| Ext = e 0% (5.27),
wie sie auch in Ref. [69] fiir einzelne Nanopartikel verwendet wird zu einer guten
Beschreibung der Situation. Die Zeitkonstante fiir die Abkiihlung tx betrdgt hierbei fiir
die kleinen Aggregate 330 ns und fiir die grolen Aggregate 1,75 us. B betrdgt in beiden
Féllen 0,5. Die Beschreibung der Abkiihlung durch eine gestreckte Exponentialfunktion
ist plausibel, da sich wihrend der Abkiihlung stindig die Temperatur in der Umgebung
verdandert. Hierdurch sinkt der Temperaturgradient um das Partikel mit zunehmender Zeit
immer mehr. Dieser Gradient ist jedoch die treibende Ursache fiir die Warmediffusion in
die Umgebung. Der Abkiihl-Vorgang wird also mit der Zeit zunehmend langsamer.
Bisher wurde lediglich die zeitliche Entwicklung der Extinktionsdnderung untersucht, um
ein besseres Verstindnis fiir die Autheiz- und Abkiihlprozesse in den Aggregaten zu er-
langen. Im folgenden Kapitel soll nun auch die absolute Temperatur abgeschétzt werden,

die durch den Heizpuls in den Aggregaten erzeugt wird.






6 Die optothermische
Schmelztemperatur:
Uberhitzung der DNA

Die bisherigen Experimente konnten zeigen, dass die hohe lokale Absorption der DNA-
gebundenen Gold-Nanopartikel-Aggregate ausgenutzt werden kann, um DNA im Inneren
der Aggregate zu schmelzen. Die Aggregate werden hierbei lokal erwdrmt und die Tem-
peratur der Umgebung bleibt zundchst nahezu unverdndert. Es wurde gezeigt, dass die
Aggregate innerhalb der Pulsdauer von ~100 ns aufgeheizt werden und anschlieffend je
nach Grofe auf der Mikrosekunden-Zeitskala abkiihlen.

Ein sehr dhnliches Verhalten wurde in Temperatursprung-Experimenten beobachtet, die
die hohe Absorption von Wasser im infraroten Spektralbereich nutzen, um das Wasser
und darin geléste DNA oder Proteine schnell zu heizen. [106, 216, 221-223] Hier ist die
Aufheizdynamik durch das Wasser auf wenige Pikosekunden limitiert[224], kiihit aber
mit einigen 10 us[106] bis 100 ms[106] deutlich langsamer ab, als in den hier gezeigten
Experimenten mit Gold-Aggregaten. Der Grund hierfiir liegt in der globalen Erwdrmung
des bestrahlten Volumens (vgl. 4.2). Die Betrachtungen in 4.2 und Ref. [107] zeigen, dass
eine schnelle Abkiihlung nur nach lokalem Heizen kleiner Strukturen moglich ist. Die

Experimente dieser Arbeit zeigen erstmals lokales Heizen von DNA durch optisch ge-
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heizte Gold—Nanopartikel], die es erlauben, die DNA fiir einen deutlich kiirzen Zeitraum
zu erhitzen, als dies mit bisherigen Methoden méglich war.

Experimente an kurzzeitig bestrahlten und optothermisch geheizten Proteinen zeigen,
dass die Schddigungs- oder Denaturierungstemperatur abhdngig von der Bestrahlungs-
dauer ist. [106, 226] Je kiirzer der Zeitraum erhéhter Temperatur ist, desto héher muss
die optothermisch induzierte Endtemperatur sein, um Schéden oder Strukturdnderungen
im betreffenden Protein zu induzieren. In Arbeiten tiber schnelle Temperatursprung-Ex-
perimente an DNA wurde bisher kein vergleichbarer Effekt fiir DNA berichtet[216, 227].
In diesen Arbeiten limitiert jedoch das globale Heizen des bestrahiten Volumens die Ab-
kiihlzeit und somit sind die Phasen erhohter Temperatur ldnger als einige 10 us. In die-
sem Kapitel soll gekldirt werden, ob die Temperatur, bei der DNA-Schmelzen nach Nano-
sekunden-Pulsen beobachtet wird, der klassischen Schmelztemperatur entspricht, die aus
der klassischen Schmelzkurve mit langsamer Temperaturerhohung gewonnen wird.
Bisher wurde lediglich der zeitliche Verlauf der Aufheiz- und Abkiihlprozesse untersucht,
ohne dabei Informationen iiber absolut erreichte Temperaturen in den Aggregaten zu
gewinnen. In den nachfolgenden Abschnitten soll eine Abschitzung der Temperatur er-
folgen, ab der die DNA in den Aggregaten nach optothermischer Anregung schmilzt.
Diese Temperatur wird im Folgenden ,, optothermische Schmelztemperatur* der DNA
genannt. Die Abschdtzung der optothermischen Schmelztemperatur ist mit zwei vonein-
ander unabhdngigen Methoden mdéglich: zum Einen durch Extrapolation der von der
Badtemperatur linear abhdngigen Schwellen-Leistungsdichte aus 5.2.1, und zum Anderen
durch Modellierung der Aggregat-Erwdrmung, basierend auf einer Kombination aus
elektrodynamischen Berechnungen der Absorption und der Lésung der zeitabhdngigen

Wirmeleitungsgleichung mit Methoden der finiten Elemente.

' In Ref. [225] wurden Ergebnisse aus Experimenten an Hybridsystemen aus DNA und Gold-
Nanopartikeln, die mit Radiofrequenzen geheizt wurden, als lokales Heizen und Schmelzen der DNA
interpretiert. Theoretische Berechnungen zu dieser Arbeit in Ref. [107] stellen jedoch unter den

gegebenen experimentellen Bedingungen in Ref. [225] einen lokalen Heizeffekt in Frage.
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6.1 Extrapolation der optothermischen

Schmelztemperatur

In 5.2.1 wurde gezeigt, dass die Schwellen-Leistungsdichte Is.pyene, ab der optothermi-
sches DNA-Schmelzen auftritt, mit zunehmender Badtemperatur linear abnimmt. Dies
folgt aus dem linearen Zusammenhang zwischen eingestrahlter Leistungsdichte und in-
duziertem Temperatursprung in den Aggregaten nach (2.20) und (2.25). Fiir das Schmel-
zen der DNA ist nur die kurzzeitig herrschende Endtemperatur wihrend der optisch indu-
zierten, heilen Phase entscheidend. Dies gilt, solange die Badtemperatur nicht die klassi-
sche Schmelztemperatur 7)/ iiberschreitet. Die kurzzeitig herrschende Endtemperatur T
ist die Summe aus der Badtemperatur 73 und dem optisch induzierten Temperatursprung
AT

T=T,+AT (6.28).
AT ist nach (2.20) direkt proportional zur eingestrahlten Leistungsdichte /, also
AT =u,l (6.29),

wobei u,, entsprechend (2.20) ein optothermischer Umwandlungsfaktor von eingestrahl-
ter Leistungsdichte nach induziertem Temperatursprung ist. Sei 47,,(Tp) der Temperatur-

sprung, der je nach Badtemperatur zum Schmelzen der DNA fiihrt, so gilt

ATy (Ty) =ty spene (T) (6.30).
Die optothermische Schmelztemperatur T),” ergibt sich somit zu
TMUt = TB + uotISchwelle(TB) (631)

Dies entspricht dem Punkt der extrapolierten Ausgleichsgerade von Isepwerne(T5), an dem
Lscnwerre="0. Abbildung 6.1 zeigt die Extrapolation zu den gemessenen Schwellen-
Leistungsdichten bei unterschiedlichen Badtemperaturen aus Abbildung 5.7. Eine
Bestimmung von Is.pene(Ts) ist fur Tp> T, W nicht moglich, da hier keine Aggregate
mehr in der Losung vorliegen. Die Extrapolation der linearen Anndherung der Mess-
punkte zeigt einen Schnittpunkt mit der 73-Achse (Ischwenre(T5) = 0) bei 101 £ 21 °C. Dies
ist die optothermische Schmelztemperatur 7),”. Es ist die Mindesttemperatur, die in den
Aggregaten herrschen muss, um bei kurzzeitiger optothermischer Erwdrmung DNA-

Schmelzen beobachten zu konnen.
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Abbildung 6.1: Die Schwellen-
Leistungsdichte lschwere Sinkt linear mit stei-

3r gender Badtemperatur. Die Extrapolation
bis zu der Temperatur, bei der keine Ener-
gie mehr von auflen zugefuhrt werden
ol muss, um die DNA zu schmelzen

T ot=101°C (Ischwete = 0) fuhrt jedoch nichtklzur klassi-
M schen Schmelztemperatur Ty, . Stattdes-
sen weist die Extrapolation darauf hin,
- T, ¥'=54°C dass die DNA bei kurzzeitiger, optothermi-
scher Erhitzung erst bei einer wesentlich

l hoheren ,optothermischen Schmelztempe-

L, v : ratur Ty schmilzt. (Farbcodierung siehe

0 20 40 60 80 100 TAbbildung 5.7)
Badtemperatur (°C)

Ty ist 46 °C hoher als die klassische Schmelztemperatur 7, . Bei lang anhaltender
Temperaturerhhung schmilzt die DNA somit bei 7)/, herrscht die Temperatur hingegen
nur iiber wenige Mikrosekunden, so kann die DNA bis auf 101 °C iiberhitzt werden, ohne
zu schmelzen. Erst, wenn T),” iiberstiegen wird, schmilzt die DNA auch bei kurzzeitigem
Heizen. Wie diese Uberhitzung der DNA erklirbar ist, wird in 6.3 diskutiert werden. An
dieser Stelle sei noch einmal wiederholt, dass Wasser kurzzeitig auf bis zu 280 °C iiber-
hitzt werden kann, ohne zu sieden und Dampfblasen zu bilden (vgl. auch Kapitel 2.1.5).
[70, 75, 76, 98, 226, 228, 229]

Diese Extrapolations-Methode kann ohne genaue Kenntnis des optothermischen Um-
wandlungsfaktors u, angewandt werden. Das bedeutet, dass weder Absorptionsquer-
schnitt der Aggregate noch deren Grofle und Zusammensetzung exakt bekannt sein miis-
sen, solange sie wihrend allen Messungen unveridndert bleiben. Die Konstanz dieser
GroBen wurde durch die Wiederholung des Experimentes bei zunehmender und anschlie-
Bend abnehmender Badtemperatur sichergestellt (vgl. 5.2.1). Die urspriingliche Mess-
grofe fiir die Leistungsdichte ist die Spannung an einer Photodiode. Diese wird iiber eine
Referenzmessung mit absoluter Leistungsbestimmung und die Bestimmung des Strahl-
durchmessers mittels Rasierklingenmethode in die Leistungsdichte umgerechnet. Die
Extrapolations-Methode ist auch von diesem Umrechnungsfaktor unabhingig, und somit
auch vom Strahldurchmesser oder der Diodenantwort, solange auch diese tiber alle Mes-
sungen gleich bleiben. Diese Groflen sind extrem stabil und somit iiber den betrachteten

Zeitraum der Messungen unverdndert. Die Extrapolation der gemessenen Schwellenleis-
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tungsdichten bei unterschiedlichen Badtemperaturen ist somit eine Methode, die viele
Fehlerquellen ausschlief3t.

Um das Resultat der Extrapolation zu iiberpriifen, und somit die Beobachtung der kurz-
zeitigen DNA-Uberhitzung zu stiitzen, soll im folgenden Kapitel eine Modellrechnung
zur Aggregatstemperatur wihrend und nach entsprechenden Nanosekunden-Pulsen

durchgefiihrt werden.

6.2 Modellrechnung zur Erwarmung von

Gold-Aggregaten

In diesem Kapitel wird eine numerische Simulation vorgestellt, die es erlaubt, mithilfe
elektrodynamischer Berechnungen und thermodynamischer Simulationen die optisch
induzierte Temperaturdnderung in Aggregaten aus Gold-Nanopartikeln abzuschitzen.
Hierdurch soll die optothermische Schmelztemperatur unter den gegebenen experimen-
tellen Bedingungen theoretisch ermittelt werden. Das hier vorgestellte Modell zur Aggre-
gatserwiarmung wurde in Zusammenarbeit mit Calin Hrelescu im Rahmen seiner Diplom-
arbeit erstellt.[131] Es beriicksichtigt im Gegensatz zu bisherigen theoretischen Model-
len[4] explizit die Extinktions- und Absorptionsinderung aufgrund der Plasmonen-
kopplung, sowie Abschattungseffekte im Aggregat[230]. Letztere entstehen, wenn ein
Aggregat deutlich groBer ist, als die Eindringtiefe der einfallenden elektromagnetischen
Welle im Aggregat.

Die Abschitzung der optothermisch induzierten Aggregatstemperatur in Formel (2.25)
basiert auf der vereinfachten Annahme, dass jedes einzelne Partikel eines Aggregates den
gleichen Wiarmebeitrag leistet wie ein vergleichbares, freies Nanopartikel.[4] Hier wird
somit nicht beriicksichtigt, dass sich die absorbierte Leistung pro Nanopartikel durch die
Aggregierung 4ndert. Die Anderung der aufgenommenen Lichtenergie muss jedoch auf

doppelte Weise beriicksichtigt werden:
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e Durch die Aggregierung kommt es zur Verschiebung der Plasmonresonanz auf-
grund der Plasmonenkopplung. Diese Resonanz tritt nicht nur im Extinktions-
querschnitt, sondern auch im Absorptionsquerschnitt auf. Als Folge des gednder-
ten Absoptionsquerschnittes dndert sich nach (2.19) die aufgenommene Leistung
pro eingestrahlter Leistungsdichte. Dieser Einfluss der Plasmonenkopplung auf
die aufgenommene Leistung kann nur durch die elektrodynamische Berechnung
des Absorptionsquerschnittes der Nanopartikel-Aggregate beriicksichtigt werden.
Dies ist fiir die hier vorliegenden groflen Aggregate mithilfe der Diskreten Dipol
Approximation (DDA) moglich.

e Trifft das Licht von einer Seite auf ein Aggregat, so wird es beim Durchdringen
des Aggregates aufgrund von Streuung und Absorption durch die einzelnen Na-
nopartikel abgeschwicht. Die Eindringtiefe in Gold betrigt fiir den heizenden La-
serpuls im griinen Spektralbereich etwa 35 nm [9]. Fiir sehr gro3e Aggregate mit
Durchmessern von einigen hundert nm ist die zu durchdringende Goldschicht ein
Vielfaches der Eindringtiefe, obwohl ein GroBteil der Zwischenrdume mit Wasser
gefiillt ist. Partikel, die tief im Nanopartikel-Inneren positioniert sind, oder solche
an der laserabgewandten Seite, sind somit durch die anderen Partikel von der op-
tischen Anregung teilweise abgeschirmt. Sie sind somit einer kleineren optischen
Leistungsdichte ausgesetzt als Partikel an der Oberfldche der bestrahlten Seite
und wandeln somit weniger Licht in Warme um. Dieser Abschattungseffekt wird
als ortsabhingige Warmeverteilung in der thermodynamischen Modellierung der
finite Elemente Simulation berticksichtigt.

An dieser Stelle soll nur eine kurze Ubersicht iiber die ndtigen Schritte gegeben werden,
die fiir die vollstindige Beschreibung eines optothermisch geheizten Aggregates aus
Gold-Nanopartikeln notig ist. Fiir eine detaillierte Beschreibung der einzelnen Berech-
nungs- und Modellierungsschritte sei auf die Diplomarbeit von Calin Hrelescu verwie-
sen.[131]

Extinktions- und Absorptionsquerschnitte werden durch Anwendung der DDA berechnet
(vgl. auch Kapitel 2.2.1). Dies bedeutet, dass ein Aggregat als regelmaBiges Kristallgitter
aus Gold-Nanopartikeln mit einheitlichem Abstand angenommen werden und jede Ein-
heitszelle dieses Kristalls als ein Dipol angendhert wird.[112, 113] Die hierfiir benotigte

Polarisierbarkeit ap eines einzelnen Dipols wird mithilfe der Clausius-Mossotti-Bezie-
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hung (2.16) berechnet. Hierbei wird der korrigierte komplexe Brechungsindex der Gold-
Nanopartikel aus Abbildung 2.4 verwendet, der unter Verwendung von (2.8) und der
Mie-Theorie an die experimentellen Gegebenheiten angepasst wurde. Hierbei werden
sowohl groBenabhingige Dampfungseffekte als auch die chemische Dadmpfung durch die
DNA-Funktionalisierung in einem wellenlingenabhiangigen A-Parameter beriicksichtigt
(vgl. 2.1.3). Die Anordnung der einzelnen Partikel im Aggregat wird als einfach kubisch
angenommen (wobei Ref. [112] zeigt, dass die Anordnung fiir das Ergebnis der Berech-
nung keine Rolle spielt). Fiir den Abstand der Nanopartikel zueinander wurde die Lénge
der gestreckten DNA angenommen, wobei ein Basenpaar 0,3 nm Lénge entspricht. Die
simulierte Tail-to-Tail-Konfiguration aus 5.2 ergibt somit 20 nm Abstand zwischen den
Oberflachen der 10 nm groen Gold-Nanopartikel.

Die so berechneten Spektren fiir Aggregate mit unterschiedlichen Groflen wurden in Ref.
[131] mit experimentell bestimmten Extinktionsspektren verglichen, wobei die Gro3e der
Aggregate durch dynamische Lichtstreuungs-Experimente bestatigt wurde.

Die Schar von Extinktionsspektren zu unterschiedlichen GroBen erlaubt nun durch Ver-
gleich mit den gemessenen Spektren dieser Arbeit die Gro3enbestimmung der vorliegen-
den Aggregate. Abbildung 6.2 a) zeigt Extinktionsspektren, die vor und nach der ersten
Messreihe aufgenommen wurden, die als Grundlage zur Extrapolation in 6.1 diente. In
der gleichen Abbildung ist auch das berechnete Extinktionsspektrum fiir ein Aggregat mit
800 nm Durchmesser dargestellt. Die gute Ubereinstimmung zeigt, dass in der Messung
Aggregate mit diesem Durchmesser vorliegen. Nach Ref. [131] berechnete Extinktions-,
Absorptions- und Streuquerschnitte des Aggregates sind in Abbildung 6.2 b) zu sehen.
Bei der Wellenldnge des Heizlasers macht die Absorption 65% der Extinktion aus. Der
Streuanteil ist somit in einem Aggregat mit 800 nm Durchmesser nicht vernachlédssigbar.
Das Aggregat besteht aus Gold-Nanopartikeln mit 10 nm Durchmesser. Deren Streuanteil
ist im nichtaggregierten Fall vollig vernachldssigbar [55], so dass Extinktion und Absorp-
tion nahezu identisch sind. Die absorbierte Leistung pro Nanopartikel ist somit aufgrund
der Streuverluste im aggregierten Zustand geringer als im freien Zustand der Nanoparti-
kel. Dies verdeutlicht, wie wichtig die Beriicksichtigung der Plasmonenkopplung zur Be-

rechnung der optothermischen Aggregatserwarmung ist.
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Abbildung 6.2: a) Die Extinktionsspektren der Messung aus TAbbildung 5.7 sind bei 15 °C
(blau) und 45 °C (rot) nahezu unverandert. Dies zeigt, dass sich die GrolRe der Aggregate
wahrend der Messung nicht verdndert hat. Der Verlauf des berechneten
Extinktionsspektrums (schwarz) eines 800 nm Aggregates passt gut mit dem der
gemessenen Spektren Uberein. Dies zeigt, dass wahrend der Messung Aggregate mit
800 nm Durchmesser vorliegen. b) Der Absorptionsquerschnitt des Aggregates (dunkelgriin)
ist eine wichtige Ausgangsgrofie fir die weiteren Simulationen. Er macht bei der Wellenlange
des Heizlasers 65% des Extinktionsquerschnittes (schwarz) aus.

Mit Absorptionsquerschnitt und Aggregatsgrofie sind nun zwei wichtige GroBen bekannt,
die als Ausgangswerte fiir die thermodynamische Simulation dienen.

Diese thermodynamische Simulation des optothermisch geheizten Aggregates wird mit
dem Programm Comsol Multiphysics durchgefiihrt. [211] Dieses 10st die zeitabhéngige
Wirmeleitungsgleichung (2.17) mit Methoden der finiten Elemente und gibt somit Aus-
kunft iiber die zeitliche Entwicklung der Temperaturverteilung innerhalb des Aggregats
und in dessen Umgebung.

Ein Aggregat mit 800 nm Durchmesser besteht aus etwa 10.000 Einzelpartikeln mit je-
weils 10 nm Durchmesser. Ein derart komplexes Objekt kann mit den verfiigbaren Re-
chenkapazititen nicht mehr als Ensemble diskreter Partikel gerechnet werden. Da die
Nanopartikel im Aggregat homogen verteilt sind, kann das gesamte Aggregat als effekti-
ves Medium behandelt werden. Entsprechend den Anteilen von Gold und Wasser am
Aggregatsvolumen werden effektive MaterialgroBen angegeben, die die Materialmi-
schung représentieren. Nach Ref. [131] und [231] erhdlt man somit fiir die gegebenen
experimentellen Bedingungen die effektive Wérmeleitfahigkeit k= 0,636 W/(K m), die
effektive Dichte p.;y= 1355,3 kg/m? und die effektive Warmekapazitit C.;= 3065,2 J/(kg
K).

o
w

Querschnitt (um?)

0,0
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Somit sind alle benétigten GroBen bekannt, um die Warmeleitungsgleichung (2.17) zu
16sen. Zuvor miissen jedoch die Randbedingungen an die experimentellen Gegebenheiten
angepasst werden.

In 4.2 wurde der Abstand zwischen zwei Aggregaten auf 25 um abgeschétzt. Dort wurde
auch erlautert, dass bis zu einem Zeitpunkt 7,4 = 6 ms kein Warmetransfer zwischen ein-
zelnen Aggregaten stattfindet. Ein Aggregat kann folglich bis zum Zeitpunkt 7,4 = 6 ms
nach dem Heizpuls als isoliertes System in einem unendlich groBen thermischen Reser-
voir behandelt werden. Die verfiigbaren Rechenkapazititen fordern auch hier eine Ein-
schrankung, so dass das Wasserreservoir auf ein Kugelvolumen mit einem Durchmesser
von 38 um begrenzt wird. Im betrachteten Zeitraum einige Mikrosekunden nach dem
Laserpuls ist dies eine hinreichend gute Anndherung des unendlich groflen thermischen
Reservoirs und ldsst unverfilschte Berechnungen der Temperatur zu.

Das Modell des Aggregates in der wiéssrigen Losung besteht somit aus zwei konzentri-
schen Kugeln. Die innere Kugel stellt das DNA-gebundene Aggregat dar, das die effekti-
ven Materialeigenschaften kg pes, Cop hat und einen Durchmesser von 800 nm besitzt.
Die duBere Kugel stellt das Wasserbad dar. Das gesamte System hat eine Anfangstempe-
ratur, die der Badtemperatur im Experiment entspricht. Auf der Auflenfldche der Wasser-
kugel herrscht konstant Badtemperatur. Eine weitere Randbedingung ist die Stetigkeit der
Temperatur an der Grenzflache Gold-Wasser.

Zuletzt fehlt noch die Warmeverteilung im Aggregat bei Beriicksichtigung des Abschat-
tungseffektes. Aus (2.19) kann mit 0,55 und 7 die gesamte Leistung berechnet werden, die
vom Aggregat absorbiert wird: Pyge= 0455(527 nm) /(527nm). P,., variiert mit Gaul3-
formigem zeitlichem Verlauf mit einer Halbwertsbreite von 260 ns und entspricht somit
den experimentellen Bedingungen des eingestrahlten Pulses.

Unter Beriicksichtigung des Abschattungseffektes wird diese Leistung jedoch nicht ho-
mogen auf das Aggregat verteilt. Stattdessen wird der effektive Absorptionskoeffizient
kass= 04s(527 nm)/V g, eingeflihrt, der die inverse Eindringtiefe im Aggregat angibt.
Vage gibt hierbei das Volumen des Aggregates an. Die Leistung verteilt sich nun nach
dem Lambert-Beer-Gesetz im Aggregat. Die Einfallsrichtung des Lasers verlaufe in x-
Richtung und die Mittelachse durch das Aggregat in x-Richtung werde als Hauptachse
bezeichnet. Von jedem beliebigen Punkt der bestrahlten Oberfldche, der sich in Entfer-

nung r zur Hauptachse befindet, fillt die eingestrahlte absorbierte Volumenleistungs-
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dichte in x-Richtung mit Q(xo,7) = Qy exp(kuss xo(r)) ab. Hierbei ist xo die Distanz, die
der Strahl im Aggregat von der bestrahlten Oberflache in x-Richtung zuriickgelegt hat.
Qo wird aus P44, und ks durch Losung des Integrals

Py = [OGx,.rdV (6.32)

Kugel
bestimmt. Fiir eine genauere Beschreibung der Parametrisierung der Oberfldche und die

Berechnung der Leistungsverteilung sei noch einmal auf die Diplomarbeit von Calin
Hrelescu verwiesen.[131] Dort wurde fiir die eingestrahlte Leistung ein Puls in Rechteck-
form angenommen. In den hier folgenden Berechnungen wird dieses Modell erweitert,
indem die tatsdchliche Pulsform durch einen GauB3-formigen zeitlichen Verlauf der einge-

strahlten Intensitét beriicksichtigt wird.

Die folgenden Ergebnisse zeigen die Simulation zweier experimenteller Situationen aus
Abbildung 5.7, die auch als Grundlage fiir die Extrapolation in 6.1 dienten. Zunéichst
wird die Situation simuliert, die bei einer Badtemperatur von 45 °C und einer Schwel-
lenleistungsdichte von 2,17 kW/mm? einsetzendes DNA-Schmelzen zeigte.

Abbildung 6.3 zeigt die ortsabhingige Verteilung der Wairmeleistung auf das
Aggregatsvolumen unter Beriicksichtigung des Abschattungseffektes zum Zeitpunkt
maximaler Pulsleistung. Wahrend die laserzugewandte Seite viel Licht absorbiert und in
Wiérme umwandelt, wird auf der laserabgewandten Seite aufgrund der limitierten Ein-

dringtiefe des anregenden Lasers kaum optothermische Wirme induziert. Diese Warme-

13 Abbildung 6.3: Die ortsabhangige War-
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verteilung dient nun als Grundlage fiir die Losung der Wérmeleitungsgleichung. Diese
Losung liefert die transiente Temperaturverteilung im simulierten Volumen. Abbildung
6.4 a) zeigt einen Querschnitt durch die Hauptachse des Aggregates zum Zeitpunkt maxi-
maler Temperatur, 150 ns nach der Pulsspitze. Die Lasereinfallsrichtung ist angegeben.
Als Folge des Gradienten in der Warmeverteilung ist der Ort maximaler Temperatur (P)
nicht im Zentrum des Aggregates, sondern 70 nm zur bestrahlten Seite hin verschoben.

In Abbildung 6.4 b) ist die Temperatur an diesem Ort als Funktion der Zeit zu sehen. Die
maximale Temperatur, die im Aggregat erreicht wird, betrdgt 90 °C. Die eingestrahlte
Laserleistung war Is.pene, d.h. die Leistung, bei der gerade noch kein DNA-Schmelzen
beobachtet wird. Dies bedeutet, dass auch die Simulation der optothermischen Schmelz-
temperatur eine deutliche Uberhitzung der DNA ergibt. Die simulierte optothermische
Schmelztemperatur stimmt zwar nicht exakt mit dem Ergebnis der Extrapolation aus 6.1

iiberein, jedoch wird der Trend bestétigt.
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Abbildung 6.4: a) Die Temperaturverteilung im Aggregat mit 800 nm Durchmesser zum
Zeitpunkt maximaler Temperatur. Als Folge des Abschattungseffektes ist das
Temperaturprofil nicht symmetrisch und der Ort maximaler Temperatur (Punkt P) ist 70 nm
zur bestrahlten Oberflache verschoben. Der Pfeil gibt die Einfallsrichtung des heizenden
Lasers mit Leistungsdichte lschwee @an. Die Badtemperatur betragt 45°C, die maximale End-
temperatur, und somit die optothermische Schmelztemperatur Ty betrdgt 90 °C. b) Die
Temperatur im Punkt P (blau) steigt wahrend des Pulses mit Halbwertsbreite 260 ns
(schwarz) rasch an. Der Puls wird reprasentiert durch die Warmedichte an der bestrahlten
Oberflache. Die Badtemperatur von 45 °C liegt nahe an der klassischen Schmelztemperatur
v (gestrichelte, blaue Linie). Wenn DNA-Schmelzen beobachtet wird, herrschen im Inneren
des Aggregates 90 °C. T\ wird fiir etwa 1us um 36 °C iiberschritten.



110 6 Die optothermische Schmelztemperatur: Uberhitzung der DNA

Es wurde eine weitere Situation der Messreihe simuliert, die als Grundlage der Extrapo-
lation in 6.1 diente. Die Aggregatsgrof3e ist bei 75 = 15 °C im Vergleich zur vorherigen
Situation mit 73 = 45 °C unverindert (vgl. Abbildung 6.2 a)). Somit bleiben alle {ibrigen
Parameter fiir die elektrodynamische und thermodynamische Simulation gleich. In 5.2.1
wurde bei der Badtemperatur von 15°C eine Schwellen-Leistungsdichte von
3,2 kW/mm? gemessen. Legt man der Simulation diese Werte zugrunde, so erreicht man
eine Maximaltemperatur von 85 °C im Aggregat. Trotz 30 °C geringerer Badtemperatur
ist die Endtemperatur vergleichbar mit dem Ergebnis der ersten Simulation. Dies bestétigt
das Ergebnis der Extrapolations-Methode aus 6.1, wobei die Abweichungen aufgrund der
Komplexitit des zugrunde liegenden Modells sehr akzeptabel sind.

Beide Simulationen und die hiervon unabhéngige Extrapolation im vorhergehenden Ka-
pitel zeigen, dass die DNA erst bei 85-101 °C schmilzt, wenn die erwdrmte Phase nur
etwa 1 ps anhilt. Im folgenden Kapitel soll eine Erklirung fiir die Ursachen der Uberho-
hung der optothermischen Schmelztemperatur gegeniiber der klassischen Schmelztempe-

ratur gegeben werden.
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6.3 Limitierte Reaktionszeit der DNA als
Ursache fur die DNA-Uberhitzung.

In den beiden vorhergehenden Abschnitten ist durch zwei unabhiangige Methoden gezeigt
worden, dass die DNA in Gold-Nanopartikel-Aggregaten bei kurzzeitiger Erhitzung
Temperaturen von bis zu 85-101 °C ausgesetzt werden kann, ohne zu schmelzen. Dies
entspricht der optothermischen Schmelztemperatur. Bei dauerhafter Erwédrmung schmilzt
die DNA hingegen bereits bei der klassischen Schmelztemperatur 73,/ = 54 °C.

Die optothermische DNA-Uberhitzung ist nicht das Ergebnis einer Einzelmessung, son-
dern konnte mehrfach an unterschiedlichen Systemen bestétigt werden. Schon die Di-
plomarbeit von Calin Hrelescu weist in unabhéngigen Messungen auf diesen Trend
hin[131] und an einem Hybridsystem aus 40 nm-Partikeln wurden UberhShungen bis zu
200 °C gemessen. In diesem Abschnitt werden mdgliche Griinde fiir die DNA-Uberhit-
zung vorgestellt und diskutiert.

Wie bereits in 2.3.1 vorgestellt worden ist, wird ein Ensemble aus vielen DNA-Molekii-
len hiufig als Zwei-Zustands-Modell beschrieben. [6, 145, 147, 151] Die beiden Zu-
stinde sind hierbei der einzelstringige und der doppelstringige Zustand. Der Ubergang
zwischen diesen Zustinden sind Offnung (oder Schmelzen) und SchlieBen (oder Hybridi-
sieren) der DNA. In den Experimenten dieser Arbeit werden Doppelstringe aus drei

DNA-Einzelstrangen gebildet (vgl. Abbildung 5.2). Die Reaktion lautet somit:
DNAlgoldgebunden + DNAzgoldgebunden + VerbindungS'DNA S DNA Doppelstrang

Ein Ensemble unterliegt stindigen Offnungs- und Bindungsprozessen. Das Schmelzen
und Hybridisieren der DNA-Doppelhelix ist also ein Resultat dieser konkurrierenden,
dynamischen Ereignisse. k. ist die Offnungsrate und k. die SchlieBrate der DNA. Beide
Raten steigen, wie bereits in 2.3.1 eingefiihrt, mit zunehmender Temperatur 7 an, wobei
k. stirker mit T ansteigt als k.. Die klassische Schmelztemperatur T}/ ist die Temperatur,
bei der beide Raten gleich grof sind. Fiir 7< T,/ iiberwiegen die SchlieBereignisse und

der GroBteil des Ensembles liegt im doppelstringigen Zustand vor. Ist 7> T3/, so iiber-
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wiegen die Offnungsereignisse und der vorherrschende Zustand im DNA-Ensemble ist
der einzelstringige. In welche Richtung die Reaktion verlduft wird also durch das Ver-
hiltnis der beiden Raten festgelegt. Die Geschwindigkeit der Reaktion wird durch die
chemische Reaktionszeit 7z ausgedriickt. 7z ist die Zeit, die ein System bendtigt, das sich
in einem der Zustidnde befindet, um in den jeweils anderen Zustand iiberzugehen. 7z ist
das Inverse der Summe der beiden Raten[232, 233]:

o]
ok +k

Da beide Raten &, und k4. mit zunehmender Temperatur 7 steigen, nimmt die Reaktions-

(6.33)

zeit g mit steigender Temperatur ab. Werden DNA-Doppelstringe aus zwei oder mehr
DNA-Einzelstraingen zusammengesetzt, so ist die SchlieBrate k; abhingig von der
Konzentration der DNA. [6, 151] Dies erschwert die Abschitzung der chemischen
Reaktionszeit fiir die in diesem Experiment vorliegende Situation.

Die Bildung der Aggregate beginnt im Zustand geringer Konzentrationen, da die Bin-
dungspartner iiber das gesamte Volumen der Losung verteilt sind. In diesem Zustand
kommen selten Bindungsereignisse zustande, so dass die Bildung der Aggregate iiber
mehrere Minuten bis zu Stunden erfolgt. Im aggregierten Zustand herrscht in den Aggre-
gaten lokal eine sehr hohe Konzentration von DNA, da die Partikeloberflichen sehr dicht
mit DNA funktionalisiert sind und je zwei Partikel durch mehrere DNA-Strange verbun-
den werden.[16] Die zeitaufgeldsten Messungen in 5.2 zeigen, dass sich diese hohe
DNA-Konzentration in den Aggregaten wiahrend der erhitzten Phase nicht dndert, da die
Partikel erst auf deutlich ldngerer Zeitskala auseinander diffundieren. Es stehen somit in
der direkten Umgebung eines DNA-Stranges stéindig ausreichend Bindungspartner zur
Verfiigung. Eine vergleichbare Situation liegt in DNA-Schleifen (engl. DNA-Hairpins)
vor. Diese Schleifen bilden sich, indem sich zwei Enden eines DNA-Stranges miteinan-
der zu einem DNA-Doppelstrang verbinden. Die beiden bindenden Sequenzen sind hier-
bei durch die einzelstringige DNA in der Schleife miteinander verbunden. Hierdurch
liegen die bindenden Sequenzen immer in hoher ,,lokaler Konzentration vor, unabhéngig
von der tatsdchlichen ,,globalen Konzentration“ in der Losung. Fiir eine Abschétzung der
Reaktionszeit des DNA-Schmelzens scheint also ein Vergleich mit DNA-Schleifen plau-
sibel. In DNA-Schleifen sind die Offnungs- und SchlieBraten konzentrationsunabhingig.
[232, 233] Dies erleichtert die Abschitzung der Zeitskala fiir DNA-Offnungs- und
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SchlieBprozesse. In der Literatur werden fiir DNA-Schleifen Reaktionszeiten zwischen
3 us und 1 ms berichtet. [232, 233]

Vor diesem Hintergrund ist auch die Uberhitzung der DNA zu erkliren, die beobachtet
wird, wenn die klassische Schmelztemperatur 7,/ fiir nur 1 ps iiberschritten wird. Zwar
ist die exakte Reaktionszeit 7 fiir das hier untersuchte System nicht bekannt, jedoch kann
aufgrund der Ergebnisse in 6.1 und 6.2 davon ausgegangen werden, dass diese bei der
klassischen Schmelztemperatur 7)/ = 54 °C groBer als 1 ps ist. Dann némlich reicht die
optothermische Erhitzung fiir etwa 1 us nicht aus, um den Ubergang vom doppelstringi-
gen in den einzelstringigen Ubergang zu vollziehen. Mit steigender Temperatur sinkt
jedoch die Reaktionszeit. Erst bei der optothermischen Schmelztemperatur 7),” ist die
Reaktionszeit ausreichend kurz, dass der Zustandsiibergang innerhalb 1 pus moglich ist.
Die DNA kann nun in kiirzerer Zeit schmelzen, als bei 73/ .

Eine Abnahme der Reaktionszeit mit der Temperatur konnte bereits experimentell nach-
gewiesen werden.[232, 233] Nach bisherigem Stand der Literaturrecherche war es bisher
jedoch nicht moglich, die DNA fiir einen Zeitraum zu erhitzen, der kiirzer als die chemi-
sche Reaktionszeit bei der klassischen Schmelztemperatur ist. Ein Uberhitzen der DNA
konnte somit bisher nicht beobachtet werden. Dies ist erst durch das lokale Heizen der

DNA in den Nanopartikel-Aggregaten moglich.

Ein Aspekt, der im Zusammenhang mit der DNA-Uberhitzung angesprochen werden
muss, ist das Sieden von Wasser auf der Nanometer- und Mikrometer-Skala. Die
Extrapolation in 6.1 ergab als optothermische Schmelztemperatur 7),” = 101 °C. Da dies
die Siedetemperatur von Wasser ist, liegt die Vermutung nahe, dass es sich bei dem
gemessenen Effekt nicht um DNA-Schmelzen, sondern um Sieden von Wasser und damit
verbundene Bildung von Dampfblasen handelt. Es gibt jedoch viele Hinweise, die gegen
diese Interpretation sprechen:
e Wasser kann in der Umgebung von Nano- und Mikropartikeln auf bis zu 280 °C
iiberhitzt werden, ohne zu sieden.[70, 75, 76, 98, 226, 228, 229].
e An Dampfblasen wiirde das Licht stark gestreut werden, wodurch es zu einer Zu-
nahme der Extinktion im gesamten Spektralbereich kdme. Beobachtet wird je-

doch eine Abnahme der Extinktion im roten Spektralbereich.
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e Das lang anhaltende Signal, das Aggregats-Dissoziation als Folge von DNA-
Schmelzen zugeschrieben wird, wurde in 5.2.2 bei zwei Wellenldngen untersucht.
Dort zeigte es das gleiche spektrale Verhalten, wie die Resonanzverschiebung
aufgrund von DNA-Schmelzen in den zeitintegrierten Messungen. Die beobach-
tete Extinktionsdnderung kann also vollkommen ohne Dampfblasenbildung
erklirt werden.

e Nachdem die Wiarmezufuhr beendet wird, kollabiert eine Dampfblase rapide
innerhalb weniger Nanosekunden. [75] Tatsdchlich hélt die lang anhaltende
Extinktionsdnderung jedoch fiir mehrere Sekunden an (vgl. 5.2).

Sollte das Sieden von Wasser - entgegen all dieser Hinweise - die Ursache fiir die lang
anhaltende Extinktionsédnderung sein, so wére die DNA dennoch bis 101 °C iiberhitzt,

ohne zu schmelzen.



7 Anwendung:
Schnelle SNP-Detektion nach

optothermischem Einzelpuls-Heizen

In diesem Kapitel werden optothermisch geheizte Gold-Nanopartikel-Aggregate einge-
setzt, um eine ultraschnelle Untersuchung auf eine DNA-Mutation durchzufiihren. Es
wird gezeigt, dass mit einem einzigen Laserpuls zwischen mutierter und unmutierter DNA
unterschieden werden kann, ohne eine langwierige, klassische Schmelzkurve aufzuneh-

men.

Wie bereits in 2.3.1 dargestellt wurde, kann bereits die Anderung eines einzelnen
Basenpaares in der DNA, ein sog. SNP (Single Nucleotide Polymorphism), fiir geneti-
sche Merkmale eines Individuums ausschlaggebend sein. Die Untersuchung und der
Nachweis von SNPs ist daher eine der Schliisselaufgaben in der molekularen Diagnostik
und der Biotechnologie. Diese Untersuchung ist auch eine der grundlegenden Anwen-
dungen klassischer DNA-Schmelzkurven. Hierzu wird die Schmelztemperatur der zu
untersuchenden DNA bestimmt und mit der Schmelztemperatur einer vergleichbaren
DNA mit bekannter Sequenz verglichen. SNPs fiihren bei Hybridisierung mit ein-
zelstrangiger Referenz-DNA zu Basenfehlstellen. Dies wurde ausfiihrlich in Abschnitt
2.3.1 dargestellt. Da DNA Doppelstrange mit Basenfehlstelle eine niedrigere
Schmelztemperatur besitzen als DNA-Doppelstringe ohne Basenfehlstelle, ldsst der

Schmelzkurven-Vergleich Aussagen tiber SNPs in der untersuchten DNA zu.
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In diesem Kapitel werden Ergebnisse erster Versuche vorgestellt, Verbindungs-DNA mit
und ohne Basenfehlstelle durch die Methode der optothermisch geheizten Gold-Nano-
partikel-Aggregate zu unterscheiden.

Hierzu werden zwei Chargen von Aggregaten hergestellt und verglichen: die erste
Charge besteht aus Aggregaten, deren Verbindungs-DNA A vollstindig komplementér
mit den FErkennungssequenzen der beiden goldgebundenen DNA-Striange ist (vgl.
Abbildung 7.1 a)). Die zweite Charge verwendet die gleichen goldgebundenen Sequen-
zen, diese binden nun jedoch an eine Verbindungs-Sequenz B, die sich in einer Base von
der Verbindungs-DNA A unterscheidet (vgl. Abbildung 7.1 b)). Dies entspricht einem
kiinstlich eingefiihrten SNP. Zur Vereinfachung wird die letzte Aggregat-Charge ,,Ag-
gregate mit SNP* genannt, die erste ,,Aggregate ohne SNP“. Um diese beiden Aggregat-
Gruppen zundchst klassisch zu charakterisieren, wird jeweils langsam die Temperatur

erhoht und dabei die Extinktion bei 650 nm aufgezeichnet. Die so entstehenden klassi-

A
57 GAG-GGA-TTA-TTG-TTA—AAT-ATT-GAT-AAG-GAT 3”
a) -S-(CH2)3-3"-A15-CTC-CCT-AAT-AAC-AAT TTA-TAA-CTA-TTC-CTA-A15-5 - (CH2)6-S-

B
57 GAG-GGA-TTA-TTG-TTA—AAT-ATT-GEer -AAG-GAT 3~

b) )—S—(CH2)3—3’—AlS—CTC—CCT—AAT—AAC—AAT TTA-TAA- -TTC-CTA-A15-5"-(CH2)6-S- ‘
Abbildung 7.1: a) Die Tail-to-Tail-Konfi-
guration des DNA/Gold-Nanopartikel-
Hybridsystems ohne SNP (nicht maf-
stabsgetreu). b) Eine A-Base der Ver-
bindungs-Sequenz wurde gegen eine G-
Base ausgetauscht. So entsteht ein
kiinstlich eingefligter SNP in der dop-
pelstrangigen Verbindung zwischen den
4 Gold-Nanopartikeln. Der kinstlich ein-
gefligt SNP ist grin hinterlegt. c¢) Die
klassische Schmelzkurve von Aggrega-
ten aus Gold-Nanopartikeln, die durch
Hybridisierung mit Verbindungs-DNA mit
SNP (griin) und ohne SNP (schwarz)
gebildet werden. Die Schmelztempera-
tur des Hybridsystems mit SNP liegt mit
50,5 °C uber der Schmelztemperatur
von 54 °C des Systems ohne SNP.

1,0F © -

/

~TTGATAA.. LTTGETAA...
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schen Schmelzkurven sind in Abbildung 7.1 ¢) zu sehen. Die Aggregate mit SNP haben
eine um 3,5 °C geringere Schmelztemperatur als die Aggregate ohne SNP, da ein Wat-
son-Crick-Paar weniger zur Bindung beitragt (vgl. 2.3.1). Ein SNP kann in der klassi-
schen Schmelzkurve somit nachgewiesen werden. Die Messung der hierfiir notwendigen,
klassischen Schmelzkurve dauert jedoch etwa eine Stunde, da die Temperatur schritt-
weise langsam erhoht wird, bis eine Abnahme der Extinktion das Schmelzen der DNA
signalisiert. Nach den Beobachtungen in Kapitel 5.2 geniigt beim optothermischen
Schmelzen von DNA in Nanopartikel-Aggregaten jedoch bereits ein Laserpuls, um zu
entscheiden, ob die DNA schmilzt oder nicht.

Als Badtemperatur wird 45 °C gewdhlt. Dies liegt etwas unterhalb der klassischen
Schmelztemperatur der Aggregate mit SNP. Die eingestrahlte Leistungsdichte 7 liegt mit
2,9 kW/mm? etwas unterhalb der Schwellenleistungsdichte Iscpyene = 3,1 KW/mm? der
Aggregate ohne SNP. Abbildung 7.2 a) zeigt die transienten Extinktionsdnderungen der
beiden unterschiedlichen Aggregatgruppen nach jeweils einem einzigen Laserpuls dieser
Leistungsdichte mit einer Pulsdauer von 300 ns. Da hier im Gegensatz zu Abbildung 5.3
nicht iiber mehrere Einzelpulse gemittelt wird, sind die hier vorliegenden Einzeldaten
verrauschter. Als Orientierungslinien sind daher biexponentielle Ausgleichskurven an die
Einzeldaten eingezeichnet. Bei der gewihlten Leistungsdichte /, die zu schwach ist, um
die DNA ohne SNP zu schmelzen, wird keine lang anhaltende Extinktionsdnderung fiir
die Aggregate ohne SNP gemessen. Das Ergebnis der Extinktionsmessung dndert sich,
wenn Aggregate mit SNP unter den gleichen Bedingungen mit einem einzigen Laserpuls
bestrahlt werden. Nun zeigt eine lang anhaltende Extinktionsdnderung, dass durch den
Puls optothermisches DNA-Schmelzen induziert worden ist und Gold-Nanopartikel aus
den Aggregaten freigesetzt worden sind (Abbildung 7.2 a), schwarze Linie). Dieses
Experiment zeigt, dass mit einem einzigen Laserpuls zwischen Aggregaten mit und ohne
SNP unterschieden werden kann, wobei das Messfenster nur 1 ms lang ist.

Diese schnelle Einzelpuls-Unterscheidung zwischen Aggregaten mit und ohne SNP zeigt
bereits, dass die Methode lokal geheizter Gold-Aggregate grof3es Potential fiir die An-
wendung in der Biotechnologie und der molekularen Diagnostik hat. Dort konnte das
Verfahren fiir schnelle SNP-Analysen auf der Millisekunden-Zeitskala eingesetzt werden
und wiirde somit klassische Schmelzkurven auf der Minuten- bis Stunden-Zeitskala tiber-

fliissig machen.
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Abbildung 7.2: a) Extinktionsdnderung nach einem einzelnen Laserpuls mit einer
Leistungsdichte von 2,9 kW/mm? bei einer Badtemperatur von 45 °C. Biexponentielle An-
gleichskurven an die Einzelpuls-Transienten wurden zur besseren Orientierung eingezeich-
net. Verbindungs-DNA mit SNP (griin) kann nach einem einzelnen Puls von Verbindungs-
DNA ohne SNP (schwarz) unterschieden werden. Nur bei der DNA mit SNP kommt es zu
einer langanhaltenden Extinktionsabnahme, die DNA-Schmelzen signalisiert. b) Die gleiche
Messung bei einer Badtemperatur von 53 °C und einer Leistungsdichte von 3,8 kW/mm?2. Bei
dieser Badtemperatur sind die Aggregate mit SNP (griin) komplett aufgeldst und zeigen keine
optische Reaktion auf den Anregelaser. Fiur Aggregate mit SNP (schwarz) beobachtet man
eine langanhaltende Extinktionsabnahme als Indikator fur optothermisches DNA-Schmelzen.
Auch eine 1:1-Mischung aus beiden Verbindungs-Sequenzen zeigt die langanhaltende
Extinktionsanderung, jedoch mit kleinerer Amplitude als die Aggregate, die nur Verbindungs-
DNA ohne SNP enthalten. Alle drei Falle kénnen nach einem Einzelpuls in einem
Beobachtungsfenster von 1 ms unterschieden werden.

Im Folgenden soll gepriift werden, ob die Methode im Stande ist, DNA mit und ohne
SNP in einer Losung nachzuweisen. Diesen Ansatz der gleichzeitigen Analyse mehrerer
Analyten in einem Volumen bezeichnet man auch als Multiplexing.

Um die Multiplexing-Fahigkeit der Methode zu untersuchen, wird eine dritte Charge von
Aggregaten hergestellt, die mit einer 1:1 Mischung aus Verbindungs-DNA mit und ohne
SNP angesetzt wird. Diese Charge heifit im Folgenden MIX. Abbildung 7.2 b) zeigt die
Extinktionsdnderung der drei unterschiedlichen Chargen bei einer Leistungsdichte von
3,8 kW/mm?. Wihlt man eine Badtemperatur von 53 °C, so sind die Aggregate, die nur
DNA mit SNP enthalten, komplett dissoziiert (vgl. Schmelzkurve in Abbildung 7.1 c))
und zeigen keine Antwort auf den Heizpuls. Beide Proben, die DNA ohne SNP enthalten,
sind bei dieser Temperatur noch aggregiert. Die Probe, die nur DNA mit SNP enthilt,
zeigt eine klare, lang anhaltende Extinktionsdnderung. Die MIX-Probe zeigt eine Tran-

siente, die zwischen den Transienten der beiden puren Proben liegt. Sie kann klar von den

dEXt/Ext (%) @ 650 nm
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beiden anderen Proben unterschieden werden und besteht bei 53 °C offensichtlich aus
einer Mischung aus freien, ungebundenen Gold-Nanopartikeln und Aggregaten, die durch
DNA ohne SNP gebunden werden.

Die Methode ist im Stande, zwischen Aggregaten zu unterscheiden, die nur aus DNA mit
SNP, nur aus DNA ohne SNP oder aus einer Mischung der beiden gebunden werden.
Diese ersten angewandten Experimente zeigen somit, dass optothermisches DNA-
Schmelzen in Nanopartikel-Aggregaten gro3es Potential fiir die biotechnologische und
diagnostische Anwendung in SNP-Analysen hat. Aufgrund der hohen Geschwindigkeit
ermoglicht es einen hohen Durchsatz von SNP-Analysen und bietet dabei die Option auf

Multiplexing.






8 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass optothermisches DNA-Schmel-
zen durch optisch geheizte Gold-Nanopartikel-Aggregate moglich ist. Hierbei konnte
zundchst zwischen zwei Féllen der optothermischen Erwdrmung unterschieden werden:
kontinuierliche Bestrahlung fiihrt zu globaler, homogener Erwdarmung des gesamten la-
serbestrahlten Wasservolumens einschlielich der aggregatfreien Zwischenrdume im
Wasser; durch gepulste Bestrahlung wird eine lokale Erwdrmung erreicht, die auf die
Aggregate und deren niheste Umgebung begrenzt ist. In zeitaufgelosten Extinktionsmes-
sungen wurde der Temperaturanstieg in den Aggregaten wéhrend des Laserpulses von
~100 ns Pulsdauer beobachtet. Die Abkiihlung der Aggregate erfolgt innerhalb weniger
Mikrosekunden, und ist somit etwa drei Grof8enordnungen langsamer als die Abkiihlung
einzelner Nanopartikel. Kleine Aggregate kiihlen deutlich schneller ab als groBe. Uber-
schreitet die eingestrahlte optische Leistungsdichte eine bestimmte Schwellen-Leistungs-
dichte, so wird eine mehrere Sekunden andauernde Extinktionsabnahme im roten Spek-
tralbereich gemessen. Diese kann der Verschiebung und Breitenreduktion der Plasmonre-
sonanz als Folge des optothermischen DNA-Schmelzens und dem daraus resultierenden
Auflosen der Aggregate zugeordnet werden. Die Schwellen-Leistungsdichte fiir op-
tothermisches DNA-Schmelzen sinkt mit steigender Aggregatgrofle, da in grolen Aggre-
gaten bereits bei kleineren Leistungsdichten die Temperatur erreicht wird, bei der die
DNA schmilzt. Auch durch steigende Badtemperatur wird die zum DNA-Schmelzen
benotigte Leistungsdichte reduziert, da der benotigte Temperatursprung bis zum Schmel-
zen der DNA geringer wird. Die Extrapolation der linear mit der Badtemperatur sinken-
den Schwellen-Leistungsdichte weist jedoch als ,,optothermische Schmelztemperatur*

nicht die ,,klassische Schmelztemperatur® aus, die durch schrittweises, langsames Erho-
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hen der Temperatur gewonnen wird. Wihrend die ,klassische Schmelztemperatur bei
54 °C liegt, schmilzt die DNA erst bei etwa 100 °C, wenn sie nur fiir 1 us optothermisch
erhitzt wird. Diese Uberhitzung der DNA konnte auch durch eine numerische Modell-
rechnung mit den Methoden der Diskreten Dipol-Approximation und der finiten Ele-
mente bestitigt werden. Das hier verwendete Modell beriicksichtigt im Vergleich zu ei-
nem analytischen Modell zur optothermischen Erwérmung von Aggregaten aus Nano-
partikeln[4], dass sich die Absorption pro Nanopartikel im aggregierten Zustand aufgrund
der Plasmonenkopplung von der Absorption freier Nanopartikel unterscheidet. Zusétzlich
beriicksichtigt das Modell Abschattungseffekte, die aufgrund der limitierten Eindringtiefe
des Anregelasers in groBen Aggregaten auftreten. Die Uberhitzung der DNA wird als
Resultat der limitierten Reaktionszeit der DNA diskutiert, also der Zeit, welche die DNA
benotigt, um vom doppelstrangigen in den einzelstrangigen Zustand tiberzugehen. Bei der
klassischen Schmelztemperatur von 54 °C ist die Reaktionszeit der DNA offensichtlich
langer als die Dauer des optothermisch erwdrmten Zustands von etwa 1 pus Dauer. Mit
steigender Temperatur verkiirzt sich die Reaktionszeit. Bei der optothermischen
Schmelztemperatur von 101 °C ist die Reaktionszeit der DNA schlieBlich kiirzer als die
Dauer des erwdrmten Zustands von 1 ps, somit kann DNA-Schmelzen beobachtet wer-
den. Ein dhnliches Verhalten ist bisher nur an Proteinen, nicht jedoch an DNA gezeigt
worden. [106, 226] Dies ist erst durch die in dieser Arbeit vorgestellte lokale Erwadrmung
der DNA in den Gold-Aggregaten moglich, die neben der schnellen Erwdrmung vor al-
lem eine schnelle Abkiihlung und somit kurze erwérmte Phasen ermdglicht.

Das optothermische DNA-Schmelzen fiihrt zur Freisetzung der Gold-Nanopartikel aus
den Aggregaten. Die freigesetzten Nanopartikel diffundieren innerhalb weniger ms aus-
einander und verursachen somit eine messbare Extinktionsidnderung. Dieses schnelle
Messverfahren fiir DNA-Schmelzen wurde in Kapitel 7 auf ein System angewandt, das
einen kiinstlich eingefiihrten SNP, also eine Basenfehlstelle in der DNA-Doppelbindung
enthélt. Dieses DNA/Gold-Nanopartikel-Hybridsystem hat eine geringere klassische
Schmelztemperatur als ein vergleichbares System ohne SNP. Erste Experimente zeigen,
dass DNA mit und ohne SNP mit einem einzigen heizenden Laserpuls unterschieden
werden konnen. Die Unterscheidung kann in einem Messfenster von 1 ms Dauer erfol-

gen. Eine langwierige klassische Schmelzanalyse mit 15-60 Minuten Dauer entfallt hier-
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durch. Dies zeigt das grole Anwendungspotential der vorgestellten Methode fiir ultra-
schnelle DNA-Analysen im biotechnologischen und molekulardiagnostischen Einsatz.

Autbauend auf diese Arbeit und der hieraus entstandenen internationalen Patentanmel-
dung[234, 235] konnte eine Drittmittelforderung eingeworben werden, die es erlaubt, in
den folgenden 18 Monaten im Rahmen des Forderprogramms ,EXIST
Forschungstransfer — Existenzgriindungen aus der Wissenschaft” die Methode systema-
tisch zur Marktreife weiterzuentwickeln. Dies soll insbesondere mit Spezialisierung auf
SNP-Untersuchungen geschehen, um in Zukunft innerhalb weniger Millisekunden eine
DNA-Schmelzanalyse durch optisch geheizte Nanoheizplatten auch im biotechnologi-

schen Laboralltag ermoglichen.
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Anhang

In Kapitel 5.2.2 sind Experimente vorgestellt worden, in denen Aggregaten aus Gold
Nanopartikeln mit 20 nm Partikeldurchmesser und Aggregate aus Partikeln mit 40 nm
Partikeldurchmesser zum Einsatz gekommen sind. Diese Partikel sind mit den in
Abbildung. Al gezeigten DNA-Sequenzen funktionalisiert worden, die mit der
Verbindungs-DNA in Tail-to-Tail-Konfiguration hybridisieren. Die NaCl-Konzentration
des verwendeten PBS-Puffers betrug in diesen Proben 100 mM.

57 TAATAGGA CT ACT TCT AAT CTG TAA GAG CAG ATC CCT G GAC AGG CGA GGA ATA CAGAGGG CAGC 3~
-S-(CH,);-3"-X-GA TGA AGA TTA GAC ATT CTC GTC TAG GGA  CTG TCC GCT CCT TAT G X -57-(CH,)4-S-

57 TAATAGGA CT ACT TCT AAT CTG TAA GAG CAG ATC CCT G GAC AGG CGA GGA ATA CAGAGGG CAGC 3~
-S-(CH,),-3”-X-GA TGA AGA TTA GAC ATT CTC GTC TAG GGA  CTG TCC GCT CCT TAT G X -57-(CH,),-S-

Abbildung A1l: Tail-to-Tail-Konfiguration und Sequenzen der in den Experimenten in Kapitel
5.2.2 verwendeten Proben (nicht mafRstabsgetreu). Diese Konfiguration kommt jeweils mit
Gold-Nanopartikeln mit 20 nm Durchmesser (a) und mit 40 nm Durchmesser (b) zum Einsatz.
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