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Kurzfassung

Plasmonisch gekoppelte Goldnanopartikel konzentrieren elektromagnetische Strahlung
in zeptolitergrofse Bereiche, in denen sich Raman-Streuung und Photolumineszenz ef-
fektiv verstirken lassen. Neben der Realisierung geringer Absténde zwischen den plas-
monischen Partikeln ist dabei die Positionierung der zu detektierenden Molekiile im
Bereich der grofiten Felderhohung (dem ,,plasmonischen Heifspunkt®) eine zentrale Her-
ausforderung. Ziel dieser Arbeit war die Uberwindung bestehender Limitierungen bei
der Verwendung plasmonisch gekoppelter Nanopartikel fiir oberflichenverstirkte Ra-
man-Streuung und Photolumineszenz, um neue Anwendungsbereiche dieser Methoden
zu erschlieffen. Dazu wurden neben den oberflichenverstirkten Effekten auch die opti-
schen Fern- und Nahfeldeigenschaften der Partikel mit experimentellen bzw. rechneri-
schen Methoden eingehend untersucht.

In einem Fall diente die Nanofabrikationsmethode DNA-Origami zur Verbindung
zweier Goldnanopartikel mit einer DNA-Struktur, welche gleichzeitig die Positionierung
der zu detektierenden Molekiile im Bereich des plasmonischen Heifspunkts ermoglichte.
Die untersuchten Hybridstrukturen zeigten eine grofse Homogenitét und Stabilitédt. Bei
diesem System konnten mit oberflichenverstirkten Raman-Messungen an einzelnen Di-
meren Molekiile detektiert werden, welche gezielt in das DNA-Geriist eingebracht wur-
den. Dabei wurden auch Polarisationseffekte der Oberflachenverstirkung untersucht,
die sich aus der Form des Dimers ergeben.

Dynamische Systeme, fiir welche eine Fixierung der Molekiile einen Eingriff in ih-
re grundlegende Eigenschaften bedeutet, erfordern eine andere Herangehensweise. Fiir
oberflichenverstirkte Raman-Messungen an einer fliissigen Phospholipidmembran ka-
men daher gitterférmige Anordnungen plasmonisch gekoppelter Goldnanodreiecke zum
Einsatz, die in die Membran eingebettet waren. Die Goldstrukturen leiteten die zweidi-
mensional diffundierenden Membranmolekiile durch die plasmonischen Heiftpunkte, die
bei optischer Anregung zwischen den Dreieckspitzen entstehen. Mit der sehr homogenen
Oberflachenverstirkung der Raman-Streuung konnten gezielt bestimmte Lipidmolekiile
in der Membran detektiert werden.

Gegenstand einer dritten Untersuchung war die Manipulation der Photolumineszenz
Lanthanoid-dotierter Nanokristalle. Diese wandeln nahinfrarote Strahlung in sichtbares
Licht um. In Verbindung mit plasmonisch gekoppelter Goldnanodreiecke wurde unter-
sucht, wie sich die Anti-Stokes-verschobene Lichtemission dieser Nanokristalle mani-
pulieren lisst. Dabei konnte gezeigt werden, dass sich das Lumineszenzspektrum der
Nanokristalle durch Verschiebung der Plasmonenresonanz gezielt verformen I&sst.

Anhand der verschiedenen Beispiele wird gezeigt, wie plasmonische Partikel fiir Ober-
flichenverstirkung insbesondere im Bereich der Detektion und Untersuchung von Mole-
kiilen in biologischen Systemen verwendet werden konnen. So kénnten mit DNA-Origa-
mi verbundene plasmonische Nanoantennen zur Detektion geloster Molekiile in extrem
geringer Konzentration dienen. Die Felder gekoppelter Golddreiecke hingegen bieten
Anwendungsmoglichkeiten in der Untersuchung zelluldrer Membrankomponenten mit
Raman-Spektroskopie.
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Einleitung

Metallische Nanopartikel haben besondere optische Eigenschaften, in denen sie
sich deutlich von makroskopischen Festkorpern desselben Materials unterschei-
den. Den Grundstein der experimentellen Untersuchung dieser Eigenschaften leg-
ten im 19. Jh. Faraday und spiter Siedentopf und Zsigmondy durch die Ent-
wicklung der kolloidalen Chemie [1, 2|. Anfang des 20. Jh. gelang Lorenz und
Mie eine auf den Maxwellgleichungen basierende, analytische Beschreibung der
optischen Eigenschaften kugelformiger Partikel [3, 4]. Die Ursache dieser Eigen-
schaften sind kollektive Schwingungen der freien Elektronen in einem Metall,
welche als quantisierte Quasiteilchen Plasmonen genannt werden [5]. In Nano-
partikeln bilden sich nicht-propagierende Moden, sogenannte lokalisierte Ober-
flichenplasmonen (LOP), die direkt mit elektromagnetischer Strahlung angeregt
werden konnen [6]. Thre Resonanzen (LOPR) &ufern sich in grofen Streu- und
Absorptionsquerschnitten. Aus der Abhéngigkeit der LOPR von Form, Grofbe
und Material der Partikel und ihrer dielektrischen Umgebung [4, 7-9| ergeben
sich verschiedene Verwendungsmoglichkeiten [10-16]. Dabei kommen vor allem
Nanopartikel aus Gold (AuNP) oder Silber zum Einsatz, da diese als Edelmetalle
schwer zu oxidieren sind und gleichzeitig iiber eine gute elektrische Leitfihigkeit
verfiigen. Eine weitere Folge der LOPR sind elektromagnetische Felderhthungen
an der Oberflache der Partikel, sogenannte ,,plasmonische Heipunkte®. Besonders
stark ausgepragt ist dieser Effekt bei Anordnungen mehrerer Partikel in geringem
Abstand zueinander, deren LOP miteinander wechselwirken [17-20].

Die elektrischen Felderh6hungen in den plasmonischen Heifspunkten lassen sich
fiir die Verstirkung der Ramanstreuung nutzen, bei deren Messung man von
soberflichenverstirkter Raman-Spektroskopie” (SERS, engl. Surface-enhanced Ra-
man spectroscopy) spricht [21-23]. Aus Raman-Spektren lassen sich Informatio-
nen iiber die chemische Struktur von Molekiilen gewinnen [24, 25]. Obwohl mo-

lekulare Raman-Streuquerschnitte im Allgemeinen sehr gering sind [26, 27], sind
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mit Hilfe von SERS Messungen an einzelnen Molekiilen moglich [28, 29]. Wihrend
das Versténdnis der plasmonischen Eigenschaften von AuNP und ihrer Bedeutung
fiir SERS weit vorangeschritten ist [23, 30, 31], besteht eine zentrale Herausfor-
derung nach wie vor in der Positionierung der zu detektierenden Molekiile im
Bereich der elektrischen Felderh6hungen.

Ein Ziel dieser Arbeit ist es, existierende Limitierungen bei der Verwendung
von SERS an Molekiilen zu iiberwinden. Eines der dazu untersuchten Konzepte
basiert auf einer gezielten Positionierung der zu detektierenden Molekiile im plas-
monischen Heifspunkt. Zu diesem Zweck wird eine auf der Faltung von DNA-Dop-
pelstringen basierende Herstellungsmethode verwendet, die neben dem Zweck der
Positionierung der Molekiile auch zur Verbindung zweier AuNP zu plasmonisch
gekoppelten Dimeren dient. Das zweite Konzept ist auf die Verwendung von SERS
an einem dynamischen System ausgerichtet, bei der die Fixierung einzelner Be-
standteile einen Eingriff in seine grundlegenden Eigenschaften darstellen wiirde.
Am Beispiel einer zweidimensional diffundierenden Lipidmembran wird gezeigt,
wie sich mit einem dichten Netzwerk aus plasmonischen Heifspunkten SERS an
Membranbestandteilen messen lisst, ohne diese zu fixieren.

Neben Ramanstreuung lasst sich auch Photolumineszenz mit plasmonischen
Partikeln beeinflussen [32-34], was unter anderem zur Steigerung der Quantenef-
fizienz von Fluorophoren verwendet wird [35|. Dies ist besonders im Hinblick auf
Lanthanoid-dotierte Nanokristalle interessant, die nahinfrarotes Licht in sichtba-
res umwandeln. Solche ,aufwirtskonvertierenden” Nanokristalle eignen sich sehr
gut als Farbmarker in biologischen Systemen, da das Anti-Stokes-verschobene
Messsignal nicht mit Autofluoreszenz der Umgebung konkurriert und die Anre-
gung im Infraroten den Vorteil bietet, tiefer in Gewebe eindringen zu kénnen und
weniger Schaden zu verursachen [36-38]. In Verbindung mit plasmonischen Nano-
partikeln eroffnen sich neue Moglichkeiten, die elektronischen und optischen Ei-
genschaften der resultierenden Hybridstrukturen zu kontrollieren. So zeigen erste
Ergebnisse, wie sich die Quanteneffizienz der aufwirtskonvertierten Lumineszenz
in bestimmten Anordnungen mit plasmonischen Strukturen steigern lasst [39-41|.
Ziel der Untersuchungen in dieser Arbeit ist es, Anti-Stokes-verschobene Emis-
sionslinien aufwértskonvertierender Nanokristalle mit plasmonisch gekoppelten
AuNP gezielt zu verstiarken und so ihr aufwértskonvertiertes Lumineszenzspek-

trum zu verformen.
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Die Arbeit ist wie folgt strukturiert. Kapitel 1 beinhaltet die theoretischen
Grundlagen dieser Arbeit mit Schwerpunkt auf den lokalen Oberflichenplasmo-
nen in AuNP. Des Weiteren werden hier Aufbau und Eigenschaften der unter-
suchten Systeme vorgestellt. In Kapitel 2 geht es um die verwendeten Mess- und
Rechenmethoden sowie die zur Probenherstellung verwendeten Methoden.

In Kapitel 3 geht es um die Ergebnisse zu DNA-Origami-Strukturen, die zur
Verbindung zweier AuNP und gleichzeitig zur Positionierung bestimmter Mole-
kiile im plasmonischen Heifspunkt des AuNP-Dimers benutzt wurden. Zunéchst
werden hier die optischen und strukturellen Eigenschaften der Hybridstrukturen
eingehend analysiert, bevor es um SERS-Messungen an in die DNA eingebrach-
te Molekiile geht. Mit Hilfe von Berechnungen der elektromagnetischen Felder
um die AuNP wird die erzielte Verstarkung des Raman-Signals ermittelt und mit
den Messwerten verglichen. Aufserdem werden Polarisationseffekte untersucht, die
sich durch die anisotrope Form der AuNP-Dimere ergeben.

Um Messungen an einem dynamischen System geht es in Kapitel 4. Als Mo-
dellsystem dient hier eine quasi-zweidimensionale, fliissige Lipidmembran. Zur
Verstarkung der Raman-Streuung von Molekiilen in einer solchen Membran wer-
den Felder plasmonisch gekoppelter Goldnanodreiecke eingesetzt. Ihre Herstel-
lung erforderte eine angepasste Lithografietechnik, deren Resultate Gegenstand
einer optischen und strukturellen Charakterisierung sind. Schlielich werden die
Ergebnisse von SERS-Messungen an bestimmten Molekiilen in der Membran dis-
kutiert und die erzielten Verstarkungsfaktoren berechnet.

In Kapitel 5 geht es um die Oberflichenverstiarkung der Photolumineszenz auf-
wiartskonvertierender Nanokristalle. Neben der optischen Charakterisierung geht
es hier um die Verteilung der Nanokristalle an und um die verwendeten plasmo-
nisch gekoppelten Goldnanodreiecke. Des Weiteren wird analysiert, wie sich in
Abhéangigkeit der LOPR-Energie das Anti-Stokes-verschobene Lumineszenzspek-
trum der Nanokristalle verformt.

Kapitel 6 enthilt eine Zusammenfassung aller Ergebnisse und den resultieren-

den moglichen Anwendungen.






1. Grundlagen

In diesem Kapitel werden die relevanten Grundlagen sowie der Stand der For-
schung in den bearbeiteten Themengebieten zusammengefasst. Zunéchst wird
hier auf die physikalischen Hintergriinde der lokalen Oberflichenplasmonen von
Goldnanopartikeln und ihren optischen Eigenschaften eingegangen. Dazu gehort
insbesondere der Einfluss von Form, Grofe und Anordnung der Nanopartikel auf
ihre plasmonischen Eigenschaften. Die Kenntnis dieser Zusammenhénge bilde-
te die Grundlage fiir das auf die jeweilige Anwendungen zugeschnittene Design
der verwendeten Goldnanostrukturen. Welche Anforderungen dabei zu erfiillen
waren, wird im Abschnitt iiber Mechanismen der Raman- und Fluoreszenzver-
starkung gezeigt.

Anschliefsend werden Aufbau und Eigenschaften zweilagiger Lipidmembranen
erkliirt und ein Uberblick iiber die bisher verfiigbaren Methoden zu ihrer Unter-
suchung gegeben. Am Ende des Kapitels wird die Funktionsweise der in Kapitel 5

untersuchten aufwartskonvertierenden Nanokristalle beschrieben.

1.1. Optische Eigenschaften von

Goldnanopartikeln

Goldnanopartikel (AuNP) zeigen in der Wechselwirkung mit elektromagnetischer
Strahlung besondere physikalische Eigenschaften, in denen sie sich deutlich von
Gold in Form eines makroskopischen Festkorpers unterscheiden. Thre im Leitungs-
band befindlichen Elektronen lassen sich durch die geringe Grofe des Partikels
insgesamt zu phasengleichen Schwingungen anregen. Bei diesen kollektiven An-
regungen spricht man von lokalen Oberflichenplasmonen (LOP) [4, 42-45]. Im
Gegensatz zu den propagierenden Oberflichenplasmonen an der Oberfliche eines

makroskopischen Korpers konnen LOP direkt mit propagierender elektromagne-
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Abbildung 1.1. | Lokale Oberflaichenplasmonen und deren Resonanzen in einem sphé-
rischen Gold-Nanopartikel. (a) Einfallende elektromagnetische Strahlung (nicht maf-
stabsgetreu) regt die Ladungstriger in dem Partikel zu kollektiven Schwingungen an.
(b) Exktinktions- (blau), Absorptions- (griin) und Streueffizienz (orangefarben) eines
40nm grofen AuNP in Wasser. (c) Intensitdtsverteilung des elektrischen Feldes in der
Umgebung des gleichen Partikels bei resonanter Anregung.

tischer Strahlung angeregt werden [6]. LOP lassen sich Schwingungsmoden ver-
schiedener Ordnung zuordnen [44], deren niedrigste die dipolare ist (Abb. 1.1 a).
Die Resonanzen dieser Schwingungen (LOPR) bestimmen die optischen Eigen-
schaften metallischer Nanopartikel. Dies dufsert sich in einem charakteristischen
Streu- und Absorptionsverhalten sowie in Fokussierungseffekten an der Oberfli-
che der Partikel, die das Beugungslimit brechen (Abb. 1.1 b, ¢). Die Energie der
LOPR, und damit die optischen Eigenschaften der Nanopartikel, hingen sowohl
vom Material als auch von Form und Grofe des Partikels ab. In diesem Ab-
schnitt werden Modelle vorgestellt, die die Wechselwirkung von AuNP mit Licht

beschreiben und damit Grundlage der untersuchten Effekte sind.

In Abschnitt 1.1.1 wird hierzu zundchst das Drude-Modell fiir die dielektrische
Funktion von Gold erarbeitet. Sie bietet die Grundlage fiir die folgende Herleitung
der optischen Eigenschaften einfacher AuNP. Die Wechselwirkung ellipsoider Par-
tikel mit elektromagnetischer Strahlung wird von der Mie-Theorie analytisch be-
schrieben. Fiir grundlegende Betrachtungen ist aber eine Behandlung der AuNP
im quasistatischen Limit ausreichend, um die es in Abschnitt 1.1.2 geht. Am
Beispiel sphéarischer AuNP wird gezeigt, wie sich mit ihr die Querschnitte bzw.
Effizienzen der Partikel ihrer Wechselwirkung mit Licht berechnen lassen. In Ab-
schnitt 1.1.3 geht es um die plasmonische Kopplung zwischen AuNP, die sich in
geringem Abstand zueinander befinden. Dies fiihrt zu starken Felderhéhungen
zwischen den Partikeln, welche fiir die Oberflichenverstiarkung in Abschnitt 1.2

wichtig sind. Um die Besonderheiten dreieckiger Nanopartikel geht es in Ab-
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schnitt 1.1.4, bevor schlieflich in Abschnitt 1.1.5 kurz plasmonische Zerfallswege

behandelt werden.

1.1.1. Die dielektrische Funktion von Gold

Die dielektrische Funktion gibt die Antwort eines Materials auf elektromagne-
tische Felder an. In einem Metall wie Gold wird sie im Bereich optischer Wel-
lenldngen von den Leitungsband-Elektronen dominiert. Eine klassische Beschrei-
bung liefert hierfiir das Drude-Sommerfeld-Modell [46], in dem die Elektronen
als ideales Gas behandelt werden. In diesem Modell reagieren die Elektronen
auf ein oszillierendes elektrisches Feld mit Schwingungen, welche durch Stofe
mit der charakteristischen Streuzeit v~! gedimpft werden. In realen Metallen
bei Zimmertemperatur liegt ! in der GroRenordnung von 10fs [47]. Trotz der
Néaherungen und gerade bei Betrachtung seiner Limitationen ist dieses Modell
recht hilfreich fiir das Verstiandnis der optischen Eigenschaften von Gold. Mit be-
stimmten Anpassungen bildet es aukerdem die Grundlage der Modellierung des
Brechungsindexes bei numerischen Methoden zur Losung der Maxwell-Gleichun-
gen wie auch der Finite-Differenzen-Methode im Zeitbereich (FDTD), welche in
Abschnitt 2.2 beschrieben ist.

Die Bewegungsgleichung eines Elektrons der Masse m, und der Ladung e in
Anwesenheit eines harmonisch oszillierenden elektromagnetischen Feldes E (t) =

Eye ™ lautet . )

mea—tf + meya—f — _cE(1). (1.1)
Eine spezielle Losung dieser Differentialgleichung ist @ (t) = xoE (t) mit der
Amplitude zo = e (m.w? + ivmew)fl. Die Auslenkung des Elektronengases der
Dichte n verursacht eine makroskopische Polarisation P = —nex und damit eine
dielektrische Verschiebung D = ¢y E + P von [48]

w? + iyw

D= (1 - w_g) E, (1.2)

wobei w, die Plasmafrequenz des freien Elektronengases ist, im Falle von Gold
fw, =8.89eV [49]. Der Term in den Klammern in Gl (1.2) ldsst sich als die
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Abbildung 1.2. | (a) Realteil und (b) Imaginérteil der dielektrischen Funktion aus
Messdaten [49] und Berechnungen aus dem einfachen Drude-Modell sowie mit eingefiig-
tem Lorentz-Oszillator.

dielektrische Funktion des freien Elektronengases identifizieren:

w?

=1- ——. 1.3

€w) w? + 1w (13)

Um den Beitrag des statischen Hintergrunds durch die positiv geladenen Ionen-
riimpfe zu beriicksichtigen, wird zu Gl. (1.2) der Term Po, = €y(€x — 1) E ad-
diert [50], womit sich fiir das Metall insgesamt die komplexe dielektrische Funk-

tion e(w) = €;(w) + ie2(w) mit den Komponenten

CU2

€1 (W) = € — vaz (1.4)
%
€9 (w) = w<w2 T 72) (15)

ergibt. Ein Fit dieser Gleichungen an experimentelle Daten der dielektrischen
Funktion von Gold [49, 51| ergibt eine sehr gute Ubereinstimmung bis etwa
650 nm (Abb. 1.2). Unterhalb dieser Wellenlidnge reicht die Photonenenergie aus,
um Interbandiiberginge von dem stark besetzten d-Band iiber die Fermienergie
in das sp-Leitungsband anzuregen, welche das dielektrische Verhalten stark beein-
flussen [6, 52]. Daher ist fiir die weiterfithrende Nutzung des Drude-Modells eine
Anpassung notwendig [51]. Klassisch gesehen kann ein Interbandiibergang durch
das Modell eines gebundenen Elektrons mit der Resonanzfrequenz w; beschrieben

werden [6]. Dies fiihrt zu einem additiven Term mwix auf der linken Seite von
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Gl (1.1). Um einem realen Edelmetall gerecht zu werden, miissen mehrere solche
Gleichungen gelost werden, die alle in die Polarisation und Gl. (1.3) eingehen.

Jede Gleichung fiihrt zu einem Lorentz-Oszillator-Term der Form [51]

2

(W2 — w?) —iyw’

(1.6)

der mit dem Gewichtungsfaktor A; zu der dielektrischen Funktion der freien Elek-
tronen Gl. (1.3) addiert wird. Dabei ist w; die Ozillatorstdrke und ~; die Breite
des Lorentz-Oszillators. All diese Variablen sind Fitparameter, mit denen die di-
elektrische Funktion an Messdaten angepasst wird und somit auch fiir niedrige
Wellenléngen bessere Ergebnisse liefert. In Abb. 1.2 ist ¢ mit einem einzelnen
zusitzlichen Lorentz-Oszillator dargestellt, durch den die gefittete Funktion bis
500 nm wesentlich besser an die Messdaten anliegt. Durch das Hinzufiigen weiterer
Lorentz-Oszillatoren kann eine dielektrische Funktion gefunden werden, die ein

reales Metall iiber ein Spektrum von 250 nm bis 5 pm sehr genau beschreibt [53].

1.1.2. Lokale Oberflaichenplasmonen in der quasistatischen

Naherung

Das einfachste Erklarungsmodell fiir LOP in Nanopartikeln liefert die quasisati-
sche oder Rayleigh-Naherung. Wie zu sehen sein wird, besteht sie in der nihe-
rungsweisen Betrachtung eines Nanopartikels als punktformigem Dipol. Sie gilt
damit fiir Partikel, die wesentlich kleiner sind als die Wellenldnge des einfallen-
den Lichts, aber grofer als die mittlere freie Wegldnge der Elektronen, die sonst
zusitzliche Oberflichenddmpfung erfahren (d. h. fiir AuNP etwa zwischen 10 nm
und 40 nm). In dieser Niherung kann das elektrische Feld iiber das gesamte Par-

tikel als konstant angesehen, d. h. alle Elektronen werden phasengleich angeregt.

® a7
® a ®
El. Feld ® ® _ Abbildung 1.3 | Ladungsvertei-
® E3 ’z lung in einem kugelférmigen Par-
® g(w) @ tikel, das sich in einem statischen
en(w) ® elektrischen Feld befindet.

Ihre Auslenkung gegeniiber den positiven lonen durch ein externes elektrisches



Kapitel 1. Grundlagen

Feld Ey = Ej - 2 verursacht eine Polarisation des gesamten Partikels (Abb. 1.3).
Mit den Randbedingungen fiir ein kugelférmiges Partikel ergibt sich aufserhalb
eines Partikels mit Radius a und Dielektrizitdtszahl € in einem Medium mit Di-
elektrizitiatszahl €,, das elektrische Potential [48]

€ —€m sEor

by (1) = —Eor + (1.7)

€+2, 13
wobei 7 = |r|. Das entsprechende Feld besteht aus einer Uberlagerung des ange-
legten Feldes Eg mit dem eines Dipols im Zentrum des Partikels. Ein punktfor-

miger Dipol mit dem Dipomoment p wird durch

p-r
P4 = ot

(1.8)

beschrieben [48]. Durch Vergleich von Gl (1.7) und Gl (1.8) ldsst sich das Di-

polmoment des Partikels identifizieren:

€— €m
€+ 2¢,,

Eo. (1.9)

p = dregena’

An dieser Stelle sei die Abhéngigkeit des Dipolmoments von €,, hervorgehoben.
Eine Erh6hung von €, durch das umgebende Medium fiihrt zu einer Absenkung
der Coulombschen Riickstellkraft, die auf die ausgelenkten Elektronen wirkt. Da-
durch erhoht sich das Dipolmoment des Partikels, was wichtige Konsequenzen fiir
das Streuverhalten und die Wechselwirkung zwischen zwei plasmonischen Parti-
keln hat (s. Abschnitt 1.1.3).

Fiir die statische Polarisierbarkeit «, welche durch durch p = €pe,,aEq definiert
ist, ergibt sich somit
ay = drad S (1.10)

Sie ist wie die Dielektrizitdtszahl komplex und in Form und Funktion identisch
mit der Clausius-Mossotti-Gleichung [48|, die die makroskopisch messbare Di-
elektrizitdtszahl mit der mikroskopischen Polarisierbarkeit verbindet. o erreicht
ihr Maximum, wenn der Nenner |e+2¢,,| minimal wird, also die sogenannte Froh-
lich-Bedingung erfiillt ist. Die zugehorige, in einem oszillierenden Feld angeregte

Mode wird dipolare Plasmonenresonanz genannt. Fiir ein Partikel aus einem Dru-
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1.1. Optische Eigenschaften von Goldnanopartikeln

de-Material in Luft tritt dieser Resonanzfall nach Gl. (1.3) bei wy = w,/v/2 + €

eln.

1.1.2.1. Effektive Querschnittsflichen und Effizienzen

Mit der Polarisierbarkeit aus Gl. (1.10) lassen sich Extinktions-, Streu- und Ab-
sorptionsquerschnitte berechnen. Sie verkniipfen den lokalen Einfluss eines Nano-
partikels auf elektromagnetische Felder mit den im Fernfeld messbaren Grofen
der Absorption und Streuung und sind damit von zentraler Bedeutung fiir seine
optische Charakterisierung. Aus der Dipolabstrahlung des Partikels kénnen die
drei Werte berechnet werden [48]:

ko
= 1.11
tur = o (111)
Oert = klm(a) (1.12)
Oabs = Oext — Ostr, (113)

wobei k = 27 /) die Wellenzahl ist. Geméf Gl. (1.10) und (1.11) ist der Streu-
querschnitt oy, o< a® und dhnelt damit formal der Superradianz gekoppelter,
strahlender Dipole [54].

Die Einheit von o ist eine Fliche, weswegen sie in der klassischen Theorie im
Bezug auf das einfallende Licht als ,effektive” Querschnittsfliche des Partikels
fiir den jeweiligen Prozess veranschaulicht werden kann. Auf die rdumliche Quer-
schnittsfliche des Partikels normiert ergibt sich die zugehorige Effizienz @, die
als dimensionslose Gréfe alternativ zu o verwendet wird. In Abb. 1.4 sind die
Effizienzen fiir ein Goldpartikel mit einem Durchmesser von d = 40 nm in Wasser
aufgetragen. Bei grofseren Partikeldurchmessern ergeben sich negative Werte fiir
Qups, Was das Ende des Giiltigkeitsbereichs der einfachen quasistatischen Nihe-
rung markiert. Zudem tritt bei groferen Partikeln eine Verschiebung der LOPR
mit, steigendem Durchmesser auf, die sich im quasistatischen Modell nicht er-
klaren lassen. Dies liegt daran, dass in diesen Fallen das elektrische Feld des
einfallenden Lichts nicht mehr als konstant iiber das Partikel angesehen werden
kann. In der Folge ist die kollektive Elekronenschwingung zwischen beziiglich des
Lichteinfalls gegeniiberliegenden Bereichen des Partikels leicht phasenverschoben,

oder ,retardiert”. Zudem ist durch die Abschirmung im Metall das auslenkende

11
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d=40 nm

2.0} 20.1 — d=50 nm| ]
; J
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S 10 600 620 640 660 6801  Absorptions- und Streueffizienz

Wellenlénge (nm) eines sphirischen Goldpartikels

— Qgtr mit Durchmesser 40 nm in Was-

0 5__ Qabs ser (€, = 1.33) in der quasista-

—_ tischen Naherung. Einsatz: Fir

0.0f, s . . J  grofere Partikeldurchmesser er-

400 500 600 700 800 geben sich unphysikalische Wer-
Wellenlange (nm) te.

elektrische Feld mit zunehmender Eindringtiefe exponentiell gedampft. Beide Ef-
fekte fiithren zu einer Abschwichung der riickstellenden Coulombkrafte und damit
zu einer Energieabsenkung der LOPR. Diese Retardationseffekte kénnen mit Kor-

rekturen aus der Mie-Theorie beriicksichtigt werden [55]:

ot 3 1_%0(€+6m)€2+0(§4)
Am23/?
(34 22) = & (e + 106,) €2 — iz 4 O (e4)

(1.14)

mit dem Grokenparameter & = 2mwa/A. Mit dieser Erweiterung lassen sich auch
Streu- und Absorptionseffizienzen grofserer Partikel berechnen. Durch die Beriick-
sichtigung der Retardationseffekte zeigen die berechneten Werte die Abhéngigkeit
von der Partikelgrofe. Fiir Partikel aus Edelmetallen wie Gold bedeutet dies eine
Energieabsenkung der LPOR bei steigender Partikelgrofe (Abb. 1.5 a). Ein wei-
terer Effekt der Partikelgrofe ist, dass sich mit ihr das Verhéltnis von elastischen
Streuprozessen zu Absorptionsprozessen zu Gunsten der Streuung verdndert. Fiir
AuNP in Wasser iiberwiegt diese ab einem Durchmesser von 82nm. Neben den
Effekten, die sich aus der Partikelgrofe ergeben, wird mit den Korrekturen aus der
Mie-Theorie auch der Einfluss der dielektrischen Umgebung des Partikels beriick-
sichtigt (Abb. 1.5 b). Beide Effekte sind fiir die Verwendung von plasmonischen
Partikeln wichtig, da sich mit ihnen die LOPR auf eine bestimmte Wellenldnge
stimmen lasst. Die Abhingigkeit der LOPR von ¢, ist so sensitiv, dass sich durch
Messung der Lichtstreuung geringste Anderungen in der Umgebung der Partikel
detektieren lassen [11, 56].
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(a) I I N — d=70 nm'_

/h N === d=80mm

4(I)0 5(I)0 600 7(I)0 860 4(I)0 5(I)0 G(I)O 760 860
Wellenlange (nm) Wellenlédnge (nm)
Abbildung 1.5. | Extinktions- Absorptions- und Streueffizienz (a) von Goldpartikeln

mit verschiedenen Durchmessern in Wasser und (b) eines Goldpartikels (d = 40 nm) in
Medien mit verschiedenen Brechzahlen.

1.1.2.2. Nahfeldeigenschaften plasmonischer Partikel

Wegen ihrer Funktion der Umwandlung von propagierender elektromagnetischer
Strahlung in materialgebundene, lokale Schwingungen werden plasmonische Par-
tikel auch als (Nano-)Antennen bezeichnet. LOPR haben eine starke Auswirkung
auf die Verteilung des elektrischen Feldes in der Umgebung der Partikel. Aus
GL (1.7) ergibt sich fiir das Nahfeld (kr < 1) eines kugelférmigen Nanoparti-

kels [48] L 3n( )
n(n-p)—p

FE =
r3 4drege
m

(1.15)

wobei i = r/r. Wegen der 1/73-Abhéingigkeit nimmt das elektrische Feld mit zu-
nehmender Entfernung von der Partikeloberfliche schnell ab, wodurch die elek-
trische Felderhohung |E|*/|Eg|? auf einen kleinen Bereich konzentriert ist. An
der Partikeloberfliche ergibt sich

3€

E(r=a)=EF, . 1.16
(r=a) 06+2em ( )

Im Resonanzfall sind damit hohe Felderh6hungen zu erwarten, wie das eingangs
gezeigte Beispiel eines 40nm grofen sphirischen AuNP illustriert (Abb. 1.1).
Fiir andere Partikelformen konnen noch héhere Werte erreicht werden. So erzie-
len dreieckige Prismen eine mehrfach hohere Felderh6hung als sphérische Parti-
kel [57]. An den Spitzen von ,Nanosternen aus Gold kénnen sogar Felderh6hun-

gen von bis zu vier Grofenordnungen erreicht werden [58, 59).
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Im Bereich der Felderhéhungen lassen sich strahlende Prozesse wie Photolu-
mineszenz oder Raman-Streuung verstiarken (s. Abschnitt 1.2). Da die Raman-
Verstarkung mit der vierten Potenz der Felderhthung skaliert, ist es wichtig, die
LOPR der Partikel an den jeweiligen Prozess anzupassen. Wie im néchsten Ab-
schnitt gezeigt wird, lassen sich besonders starke Felderh6hungen mit plasmonisch

gekoppelten Strukturen erreichen.

1.1.3. Plasmonisch gekoppelte Nanopartikel

Werden zwei plasmonische Nanopartikel so nahe zusammen gebracht, dass ihre
elektrischen Nahfelder {iberlappen, kommt es zu einer Wechselwirkung zwischen
den LOP beider Partikel. Dabei entstehen neue Plasmonenmoden, deren Energi-
en sich von denen des einzelnen Partikels unterscheiden. Man spricht in diesem
Fall von einer plasmonischen Kopplung zwischen den beiden Partikeln. Die Ori-
entierungsabhéngigkeit der beteiligten Wechselwirkung (im einfachsten Falle die
Dipol-Dipol-Wechselwirkung) bestimmt dabei auch die Eigenschaften der neu-
en Plasmonenmode. So ist die Polarisierbarkeit eines Dimers richtungsabhingig,
d. h. es zeigt bei entsprechender Orientierung eine polarisationsabhingige Ant-
wort auf einfallende elektromagnetische Strahlung. Dies zeigt sich beispielsweise
in der Extinktion von Nanoscheiben-Dimeren aus Gold [60] (Abb. 1.6). Ist das ein-

(a)
Gap=2nm (b) Gap =2 nm
0.06 Gap=7nm 0.06 Gap =7 nm
Gap =12 nm Gap =12 nm
Gap =17 nm ——Gap=17nm
Gap =27 nm Gap =27 nm
0.041 Gap =212 nm 0.04 —Gaz =212nm

oD

0.024

0.00 < > 0.00-
500 600 700 800 500 600 700 800
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Abbildung 1.6. | Abstands- und Polarisationsabhéngigkeit der plasmonischen Kopp-
lung, hier am Beispiel von Dimeren aus Au-Nanoscheiben (Durchmesser 88 nm, Dicke
25nm) in verschieden Abstédnden (Gap). (a,b) Die optische Dichte unterschiedlich stark
gekoppelter Dimer-Ensembles ist polarisationsabhéngig. Nur bei paralleler Polarisation
(a) fiihren geringere Abstande zu einer ausgeprigten Rotverschiebung des Plasmons.
Nach [60].
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©0

Abbildung 1.7. | Modell der Plasmonenhybridisierung an zwei sphérischen Goldparti-
keln. Abhéngig von der relativen Ausrichtung der plasmonischen Dipolmomente ist die
Resonanzfrequenz des Dimers abgesenkt bzw. erhoht. Die optisch anregbaren Moden
sind blau markiert. Nach [18].

fallende Licht parallel zur langen Dimerachse polarisiert, wird die dipolare LOPR
mit abnehmendem Partikelabstand rotverschoben. Hingegen tritt bei vertikaler
Polarisation eine leichte Blauverschiebung auf. Dieser Zusammenhang kann fiir
Abstandsmessungen im Nanometer-Bereich verwendet werden [60, 61].

Der Unterschied zwischen den beiden Fillen liegt in der Ausrichtung des Di-
polmoments der beiden Partikel zueinander. Sind sie parallel zur langen Dimer-
achse ausgerichtet, ist ihre Wechselwirkung starker, weshalb diese ,Jongitudinale
Mode* im Vergleich zur ,transversalen Mode* eine grofere Energieverschiebung
erfahrt. Der Energieunterschied kann als Mak fiir die Stidrke der plasmonischen
Kopplung zwischen den beiden Partikeln gesehen werden. Der Zusammenhang
zwischen Dipolausrichtung und Kopplung lasst sich auch mit dem Modell der
Plasmonen-Hybridisierung verstehen [17], das auf einer Analogie zur Behandlung
von Elektronenorbitalen in Molekiilen beruht [62]. Abb. 1.7 zeigt die Anwen-
dung des Modells am Beispiel spharischer AuNP. Danach wird der angeregte
Zustand eines Dimers (in diesem Fall LOP) in zwei Energieniveaus aufgespalten,
von denen eines iiber und eines unter dem Niveau des einzelnen Partikels liegen.
Die beiden energetisch verschiedenen Fille entsprechen der symmetrischen bzw.
antisymmetrischen Ausrichtung der Dipolmomente zueinander. Dabei ist zu be-
achten, dass die symmetrische Ausrichtung bei der longitudinalen Mode zu einer
Energieabsenkung, bei der transversalen Mode jedoch zu einer Energieerh6hung
fithrt. Nicht alle der dargestellten Moden sind mit Licht anregbar. Dies ist nur

moglich, wenn sich die Dipolmomente der beiden Partikel nicht gegenseitig aus-
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16schen. Dies erklirt auch, warum in Abb. 1.6 jeweils nur eine Resonanz zu sehen
ist: die gemessenen Moden entsprechen den in Abb. 1.7 blau markierten Fallen.

Der Energieunterschied zwischen gekoppeltem Dimer und einzelnen Partikeln
kann in der Dipolndherung aus der gegenseitigen Beeinflussung des einen Dipols
durch das Nahfeld des anderen Dipols berechnet werden. Nach Gl. (1.15) wirkt
auf jeden Dipol dabei das elektrische Feld

13n(n-p)—p

E=E 1.17
ot r3  Amwegen, (1.17)
Die Wechselwirkungsenergie des Gesamtsystems betrigt demnach [63]
U= —/{ﬂ, (1.18)
4ege,, s>

wobei s der Abstand zwischen den Dipolen und s ein Parameter fiir die relative
Ausrichtung der beiden Dipole zueinander ist. Im Falle der beiden erlaubten
Dimer-Moden in Abb. 1.7 ist k = 2 bei der longitudinalen Mode, was einer
Energieabsenkung entspricht, und x = —1 bei der transversalen Mode, was zu
einer Energieerh6hung fiihrt.

Von Gl. (1.18) lassen sich zwei wichtige Zusammenhénge ablesen. Erstens wird
die Kopplungsenergie von der Dielektrizitatszahl des umgebenden Mediums e,
beeinflusst. Dabei ist zu beachten, dass ¢, auch im Zahler des Dipolmoments p
vertreten ist (Gl. (1.9)). Wegen der quadratischen Gewichtung von p in Gl. 1.18
ergibt sich mit ansteigendem ¢,, eine Erhéhung der Kopplungsenergie. Dieser
Effekt steigt mit sinkendem Partikelabstand weiter an [60]. Da experimentelle
Messungen an AuNP in der Regel nicht im freien Raum stattfinden, ist der Ein-
fluss des umgebenden Mediums stets zu beriicksichtigen, etwa im Hinblick auf
das verwendete Substrat oder Losungsmittel.

Zweitens skaliert nach Gl. (1.18) die Kopplungsenergie schon in der Dipolnéhe-
rung mit 1/s®. Bei Partikelabstéinden unterhalb des halben Partikeldurchmessers
beginnen jedoch zusatzlich auch hohere Moden der Partikel an der Wechselwir-
kung teilzunehmen, die eine noch geringere Ausdehnung haben [17, 19, 64, 65]|.
Infolgedessen nimmt die Kopplungsstirke fiir kleinere Abstinde mit nahezu ex-
ponentiellem Verhalten zu |60, 66, 67]. Dies fithrt zu einer weiteren Verstirkung

und Konzentration des elektrischen Feldes im Bereich zwischen den Partikeln.
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Abbildung 1.8. | Die plasmonische Kopplung fiithrt zu starken Felderhthungen, hier
am Beispiel von Gold-Nanopartikeln (d= 40nm) in wéssriger Losung. Intensitatsver-
teilung des elektrischen Feldes im Resonanzfall (a) an einem einzelnen Partikel und
(b) an zwei Partikeln im Abstand von 6 nm. (c) Streueffizienz fiir beide Félle, im Falle
des Dimers fiir Polarisation parallel zur langen Achse. (d) Felderh6hung zwischen den
Partikeln in Abhéngigkeit von der Anregungswellenlénge.

Abb. 1.8 a-b illustriert das anhand von FDTD-Berechnungen, welche eine voll-
standige Losung der Maxwellgleichung darstellen und damit auch hohere Mo-
den mit einbeziehen. Infolge der starken Kopplung zweier AuNP im Abstand
s/d = 0.15 tritt im Resonanzfall zwischen den Partikeln eine bis zu 400-fach
grokere Feldintensitéit |E|* auf als am einzelnen Partikel. Analog zur Energiever-
schiebung fiihrt die wachsende Kopplung héherer Moden mit sinkendem Parti-
kelabstand zu einem sehr steilen Anstieg der Felderhéhung, welcher z. B. iiber
nichtlineare Effekte nachgewiesen werden kann [68]. Die Felderhohung ist mit
den LOPR verkniipft und deshalb in seiner Dispersion mit der Extinktion des
Partikels korreliert (Abb. 1.8 c-d). Fiir diese Arbeit sind die Felderhhungen von
Bedeutung, weil sich mit ihnen die Raman-Streuung von Molekiilen verstérken
(s. Abschnitt 1.2.2.2) und die Emission von Fluorophoren formen lésst (s. Ab-
schnitt 1.2). Hierbei sind moglichst hohe Felderh6hungen zwischen den Partikeln
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der Schliissel zum Erfolg. Dies gilt insbesondere fiir die Verstirkung der Raman-
Streuung, die mit |E|* skaliert.

Aus den Zusammenhéngen, die in diesem Abschnitt erldutert wurden, lassen
sich zwei wichtige Eigenschaften plasmonischer Nanoantennen fiir oberflichenver-
starkte Messungen erkennen: Erstens sollte der Partikelabstand moglichst gering
sein, um eine starke Feldverstirkung zu erreichen. Zweitens miissen Groke und
Form der Partikel so gewdhlt sein, dass die LOPR (und damit die zugehorige
Feldverstirkung) moglichst gut zu dem jeweiligen optischen Prozess (Anregung

und/oder Emission) passt.

1.1.4. Lokale Oberflachenplasmonen in dreieckigen

Nanopartikeln

Die Messungen in Kapitel 4 und 5 wurden an plasmonischen Nanopartikeln durch-
gefiihrt, die die Form eines flachen, gleichseitig-dreieckigen Nanoprismas hatten
(Abb. 1.9 a). Da in den meisten Anwendungsféllen ihre Seitenlinge deutlich gro-
fser als ihre Hohe (bzw. ,Dicke®) ist, wird AuNP dieser Form in der Literatur haufig
einfach als ,Dreiecke” bezeichnet [44, 69]. Durch ihre Form bedingt zeigen sie eini-
ge Besonderheiten in ihren optischen Eigenschaften. Wegen ihrer geringen Dicke
ist die Extinktion der flachen Dreiecksprismen am stirksten, wenn der Feldvektor
E des einfallenden Lichts in der Ebene ihrer Grundfliche liegt [70]. Die zugeho-
rigen Extinktionsspektren weisen Resonanzen auf, die sich wieder LOP-Moden
verschiedener Ordnung zuweisen lassen [44, 57, 70-72|. Bei der Dipolmode kon-
zentriert sich das elektrische Feld an den Spitzen des Dreiecks (Abb. 1.9 b), was
im Vergleich zu sphérischen Partikeln bei gleicher Resonanzenergie zu groferen
Felderh6hungen fiihrt [57]. In den Berechnungen fiir das gleichseitige Dreieck zei-
gen sich die beiden gezeigten Polarisationen energetisch entartet, erzeugen aber
unterschiedlich grofte Feldverstarkungen. Da dieser Unterschied bei gekoppelten
Strukturen noch deutlich grofser ist, liegt im weiteren Verlauf der Fokus auf der
zu einer Dreiecksseite senkrechten Polarisationsrichtung.

Wie bei anderen nicht-kugelsymmetrischen Nanopartikeln hingt die Energie
der LOPR von Dreiecken nicht direkt von ihrem Volumen, sondern vor Allem
von ihrer Form ab. Der im Fall der Dreiecke relevante Formfaktor ist das Ver-
héltnis der Seitenldnge SL zur Dicke D (Abb. 1.9 ¢). Damit steht bei der Her-
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Abbildung 1.9. | Die Plasmonenresonanzen eines Nano-“Dreiecks” aus Gold. (a) Die
plasmonischen Figenschaften eines Golddreiecks werden hauptséichlich von seiner Sei-
tenlange und Dicke bestimmt. (b) Intensitétsverteilung des elektrischen Feldes an einem
Golddreieck (Seitenldnge 100 nm, Dicke 30 nm) bei Anregung der Dipolresonanz (Wel-
lenlénge 660nm). (c) Resonanzenergie der Dipolmode (rot) und der Quadrupolmode
(blau) in Abhéngigkeit des Formfaktors bei Nanodreiecken aus Silber (nach [73]): Mess-
datenfits (durchgezogene Linie) und DDA-Berechnungen (Punkte).

stellung der Dreiecksstrukturen ein zusétzlicher Freiheitsgrad fiir das Stimmen
der LOPR zur Verfiigung. Bei der Verwendung lithographischer Techniken sind
die Spitzen der Dreiecke auflésungsbedingt etwas abgerundet. Infolge dessen sind
die Felderh6hungen an den Spitzen niedriger und héhere Moden lassen sich we-
niger stark anregen [57, 70]. Zudem wird auch die Energie der dipolaren LOPR
von der Spitzenform beeinflusst [70]. Folglich muss der Kurvenradius der Spitzen
in entsprechenden Berechnungen beriicksichtigt werden, um eine bessere Uber-
einstimmung mit den Messwerten an realen Strukturen zu erzielen. Da sich fiir
solche realen Strukturen schwerlich ein analytischer Ausdruck fiir das elektrische
Potential finden ldsst (Gl. (1.7)), kommen fiir die elektromagnetischen Berechnun-
gen hauptsichlich numerische Methoden wie die Diskrete-Dipol-Approximation
oder die Methode der finiten Differenzen im Zeitbereich (s. Abschnitt 2.2) zum

Einsatz.

Gemeinsam mit den formbedingten Besonderheiten macht die Moglichkeit der

lithographischen Herstellung Nanodreiecke zu einer beliebten Form bei der Erzeu-

19



Kapitel 1. Grundlagen
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Abbildung 1.10. | Mit plasmonisch gekoppelten Bow-Tie-Antennen lassen sich hohe
Felderh6hungen erzeugen. (a) Fiir hohe Felderhthungen sind mdglichst geringe Abstin-
de zwischen den Spitzen der beiden Golddreiecke erforderlich. (b) Intensitétsverteilung
des elektrischen Feldes zwischen zwei Golddreiecken (Seitenldnge 100 nm, Dicke 30 nm)
auf einem Glassubstrat im Spitzenabstand von 30 nm bei der durch die Kopplung ener-
getisch abgesenkten Dipolresonanz (A = 700 nm). Die Anregungspolarisation ist parallel
zur langen Dipolachse (griiner Doppelpfeil).

gung plasmonisch gekoppelter Strukturen. Besonders hohe Felderh6hungen lassen
sich mit einer Anordnung erzielen, bei der die Dreiecke mit jeweils einer Spitze auf-
einander zeigen (Abb. 1.10 a). Weil ihre Form an eine Anzugfliege erinnert, wird
ein solches Dreieckspaar auch , Bow-Tie” genannt. Bei optischer Anregung entlang
der langen Achse entsteht zwischen den Spitzen der Dreiecke ein plasmonischer
Heifpunkt (Abb. 1.10 b). Lithographische Herstellungmethoden ermdoglichen es,
neben der Dreiecksgrofe auch gezielt den Spitzenabstand zu variieren. Dadurch
konnen zwischen den Spitzen Felderhhungen von bis zu 10° erreicht werden [68],
was sie fiir die Nutzung oberflichenverstarkter Fluoreszenz- und Raman-Messun-
gen interessant macht. Neben der Feldverstirkung im plasmonischen Heifspunkt
hdngt analog zu Abschnitt 1.1.3 auch die Energie der Dipolresonanz vom Spit-
zenabstand ab |[74-76]. Dies ist bei der Herstellung der Dreiecke zu beachten, um

ihre LOPR mdglichst genau auf den Anwendungsfall abzustimmen.

Mit der Methode der Kolloidlithografie (s. Abschnitt 2.4.2) kénnen grofsflachi-
ge Felder von gekoppelten Nanodreiecken erzeugt werden |77, 78]. Die dabei ent-
stehende periodische Anordnung weist ein charakteristische Muster auf, welches
nach ihrem Entdecker Fischer benannt ist. Benachbarte Dreiecke bilden paar-
weise Bow-Ties, in deren Zentrum ein plasmonischer Heifpunkt angeregt werden

kann. Die mit dieser Methode erzeugten Proben eignen sich daher fiir oberfla-
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1.1. Optische Eigenschaften von Goldnanopartikeln

chenverstarkte Messungen iiber ausgedehnte Bereiche einer Substratoberfliche.
Voraussetzung fiir eine effektive Verstirkung ist dabei die genaue Kontrolle der
erwiahnten geometrischen Parameter. Im Fall der Messungen in dieser Arbeit war
dazu eine Weiterentwicklung der Herstellungsmethode notwendig, die in Kapi-
tel 2.4.2 beschrieben ist. Die Resultate der Probenherstellung bilden daher einen
Teil der Ergebnisse in Kapitel 4 und 5.

1.1.5. Zerfallswege von Oberflachenplasmonen

Oberflichenplasmonen haben verschiedene Zerfallskanile, die sich in strahlen-
de und nichtstrahlende Dampfungsprozesse aufteilen lassen. Bei der strahlenden
Dampfung handelt es sich um einen direkten Zerfall der kollektiven Elektronen-
schwingung in Photonen, die das elastisch gestreute Licht bilden. Die zugehdrige
Zerfallsrate T} ist proportional zum Volumen des Partikels [48], was zu einer
Erhohung der Linienbreite mit steigender Partikelgrofse fiithrt, und abhingig von
der Form des Partikels [79].

Die nichtstrahlende oder Landau-Dampfung wird durch die Anregung von Elek-
tron-Loch-Paaren verursacht. Dabei ist zwischen der Anregung von Elektronen
aus dem d-Band (Interband-Ubergiinge) und dem sp-Band (Intraband-Ubergéin-
ge) zu unterscheiden. Da Interbandiibergéinge eine hohere Anregungsenergie als

Intrabandiiberginge haben, hingt dieser Dadmpfungsmechanismus von der Ener-

Streuung
Ws=Wy Intraband-Anregung >@
Landau-Dampfung ? T E
Anregung 5[
Interband-Anregung ‘
S \
d-Band|| : .
Luminezenz ' Warme
wewy & S— TR Plasmonenmodulierte

Lumineszenz

Abbildung 1.11. | Zerfallsarten von Plasmonen in einem Goldnanopartikel. Der An-
teil an Lumineszenz ist im Vergleich zur Streuung vernachlidssigbar gering, kann aber
bei hochsensiblen Messungen wie Raman-Spektroskopie als Hintergrundsignal relevant
werden.
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gie der LOPR und damit auch von der Form der Partikel ab [8]. Die durch Landau-
Déampfung erzeugten ,heifen” Elektronen verteilen ihre Energie zunichst haupt-
séchlich iiber Elektron-Elektron-Streuung an die restlichen Elektronen. Schlief-
lich wird die Energie durch Elektron-Phonon-Stofse ans Gitter weitergegeben und
somit in Warme umgewandelt, die dann wiederum tiber die Partikeloberfliche
in seine Umgebung abflieft. Ein geringer Anteil der Elektron-Lochpaare rekom-
binieren wieder radiativ [80-82|. Diese Fluoreszenz ist im Vergleich zur direk-
ten, elastischen Lichtstreuung durch LOP verschwindend gering. Einige Untersu-
chungen zeigen aber, dass sie durch die Plasmonenmoden des Partikels verstéirkt
werden kann [83, 84| und zumindest einen Teil des breitbandiges Hintergrund-
signals bei oberflichenverstdrkten Raman-Messungen ausmacht [85, 86] (s. Ab-
schnitt 2.1.2.1).

Ein weiterer Dampfungsmechanismus besteht in der Dephasierung der kollektiv
schwingenden Elektronen durch elastische Streuprozesse mit der Zeitkonstanten
T*. Diese ,reine“ Dephasierung ist im Allgemeinen zwar im Vergleich zur strahlen-
den und Landau-Dampfung zu vernachlissigen [43], kann aber durch zusétzliche
Dampfungsprozesse, wie z. B. der verstirkten Oberflichenddmpfung in sehr klei-
nen Partikeln (2a < 10nm) |87], eine Rolle spielen.

Insgesamt ergibt sich fiir die Linienbreite einer LOPR [8§]

[ =2rTy" mit T,'=T"14+2T7 =~ 2771, (1.19)

wobei Tyt =T 1}1 + T 1_,7;- Wie wir im folgenden Abschnitt sehen werden, spielen

Zerfallsraten und Linienbreite auch eine wichtige Rolle bei der Oberflichenver-

starkung an plasmonischen Nanopartikeln.

1.2. Oberflachenverstarkung

1.2.1. Photolumineszenzverstarkung

Unter Photolumineszenz (PL) versteht man einen nichtelastischen Prozess, bei
dem ein Molekiil von Licht der Wellenldnge \., angeregt wird und bei der Wellen-
lange A¢, durch spontane Emission (Fluoreszenz) wieder abgestrahlt wird. Dabei

wird ein Teil der Photonenenergie in Vibrationsanregungen umgesetzt, wodurch
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1.2. Oberflichenverstarkung

im Allgemeinen \., < A, gilt. Obwohl sogenannte aufwartskonvertierende Na-
nopartikel (s. Abschnitt 1.5) hierbei eine Ausnahme bilden, sind die hier vorge-
stellten Mechanismen auf sie ohne weiteres iibertragbar. Die Fluoreszenz eines
Molekiils ist durch die strahlende und die nichtstrahlende Zerfallsrate v, , bzw.
Ym.nr charakterisiert, woraus sich ihre Quantenausbeute 1, = Y./ (Y + Ymonr)
ergibt. Dieser Wert gibt an, wie viele Photonen pro absorbiertem Photon durch-

schnittlich emittiert werden.

Im Folgenden wird ein System aus einem fluoreszenten Molekiil in der Ndhe
eines kugelférmigen plasmonischen Partikels betrachtet, bei dem das molekulare
Dipolmoment parallel zur Partikeloberfliche ausgerichtet ist. Die strahlenden und
nichtstrahlenden Zerfallsraten der [-ten Plasmonenmode werden mit (77,'); = 7,
bzw. (Ty )i = Vi bezeichnet,

Im elektromagnetischen Nahfeld des plasmonischen Partikels wird die PL des
Molekiils auf zweifache Weise beeinflusst. Einerseits erhoht sich durch die loka-
le Intensitatserhohung die Rate absorbierter Photonen. Der zugehorige Verstir-
kungsfaktor ist

Fops (Aex) = |E ()‘ex) ‘2/‘EO (Aex) ‘27 (1‘20)

wobei E und Eq das lokale elektrische Feld in An- bzw. Abwesenheit des plas-

monischen Partikels ist.

Andererseits wird die lumineszente Abstrahlung des Molekiils durch die N&-
he zu dem plasmonischen Partikel verdndert. Um den zugrunde liegenden Me-
chanismus zu verstehen, hilft es, sich das Partikel mit seinen LOP-Moden als
Nanoresonator vorzustellen. Im Nahfeld des Partikels wird zusammen mit dem
elektrischen Feld die elektromagnetische Zustandsdichte erhoht, was geméals Fer-
mis Goldener Regel [89] durch die [-te Plasmonenmode zu einer Erhéhung der
spontanen Emissionsrate um den Purcell-Faktor I1; fiihrt. Dieser Faktor gibt das
Verhéltnis der lokalen, durch die LOP beeinflussten Zustandsdichte im Vergleich
zum freien Strahlungsfeld im Vakuum an [90].

Zur Berechnung der Lumineszenzverstarkung von Molekiilen an plasmonischen
Partikeln gibt existieren verschiedene Herangehensweisen mit unterschiedlichen
N#herungen und Schwerpunkten [34, 79, 91, 92]. In der hier gewéhlten Betrach-
tungsweise werden die plasmonischen Moden [ des kugelférmigen Metallpartikels

durch ihr effektives Modenvolumen charakterisiert [92]. Die hier relevanten Ab-
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héngigkeiten des Purcell-Faktors sind [93]

Hl (Aem) X %2 ( . )2l+4> (1'21)
(wem—wl) —|—’7l2/4 a+x

wobei v = 7, + Yine die Zerfallsrate der jeweiligen Mode, a der Radius des
plasmonischen Partikels und x der Abstand zwischen Molekiil und Partikel ist.
Der Term vor der Klammer kommt aus der Lorentzschen Linienform und zeigt
das Resonanzverhalten von II. Da hauptsichlich aus der Dipolmode [ = 1 Licht
effizient wieder abgestrahlt wird, muss ihre Energie fiir eine effiziente Verstarkung
moglichst gut zu dem lumineszenten Ubergang des Molekiils passen. Aus dem

zweiten Term folgt eine mit der Modenordnung steigende Abstandsabhéngigkeit.

Im einfachen Fall eines kugelférmigen einzelnen Nanopartikels zerfallen die ho-
heren Plasmonenmoden auf Grund ihres verschwindend geringen Dipolmoments
hauptsachlich nichtstrahlend und tragen somit nicht zur Fluoreszenzverstarkung
bei. Bei den meisten plasmonischen Nanopartikeln haben héhere Moden (I > 1)
nur ein geringes Dipolmoment und koppeln daher nur schwach an das externe
Strahlungsfeld. Werden auch héhere Moden strahlend, wie es bei groferen Parti-
keln (Kugeln mit 2a > 150 nm) oder stark asymmetrischen Strukturen der Fall
ist, miissen diese aber bei der Berechnung der PL-Verstiarkung beriicksichtigt
werden [18, 70].

Die Emissionsrate des Molekiils in der Ndhe des plamonischen Partikels ergibt

damit
Yoo = Y (L4 0pllt (Aem)) , (1.22)

wobei 7, = 71,/ (V1.r + Y1nr) die Abstrahleffizienz der Dipolmode ist. Insgesamt
erhoht sich die Zerfallsrate des angeregten Zustands des Molekiils durch alle Plas-

monenmoden zu
’YPU — 'Ym,nr + ,}/m/,'r‘ <]. + Z Hl (Aem>> . (123)
=1

In der Ndherung v;, = O fiir alle [ > 1 ist der Verstarkungsfaktor der Emission

1 1+ Il
Fem ()\em) - prvJ‘ — + np : (Aem) (1-24)

Yoo M L+ NIl Nem) + T Do T (Aem)
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1.2. Oberflichenverstarkung

Der letzte Term im Nenner gibt die Emission in héhere Moden an, welche nicht
wieder abgestrahlt wird. Geméf Gl. 1.21 fiihrt dies bei sehr geringen Absténden
zwischen Molekiil und plasmonischem Partikel zur Abschwichung der radiativen
PL-Emission. Obgleich an einzelnen AuNP eine Erh6éhung der Quanteneffizienz
eines Fluorophors theoretisch moglich ist [79], ist diese experimentell nur un-
ter speziellen Bedingungen zu beobachten [33, 94-96]. Wesentlich effektiver zur
PL-Verstiarkung sind daher Anordnungen aus plasmonisch gekoppelten Nanopar-
tikeln [34]. Die Emissionsverstirkung hingt zudem stark von der energetischen
Uberlappung der PL und der LOPR ab. Dies kann dazu genutzt werden, um die
Emission eines Molekiils gezielt zu verdndern [34] und spielt in Kapitel 5 eine

wichtige Rolle.

1.2.2. Verstarkung der Raman-Streuung
1.2.2.1. Raman-Streuung an Molekiilen

Der Raman-Effekt ist eine Form der inelastischen Lichtstreuung, bei dem ein
Photon mit der polarisierbaren Elektronendichte eines Molekiils und dessen Bin-
dungen wechselwirkt. Bei der spontanen Raman-Streuung an einem Molekiil wird
dieses durch ein einfallendes Photon kurzzeitig in einen virtuellen angeregten Zu-
stand versetzt. Anschliefend wird ein Photon mit niedrigerer (Stokes-) oder hohe-
rer (Anti-Stokes-) Energie emittiert. Die Energiedifferenz zwischen einfallendem
und emittiertem Photon ist in der Regel viel niedriger als die Energie des einfal-
lenden Photons und wird durch An- bzw. Abregung einer Vibrations- oder Rotati-
onsschwingung (im Spezialfall auch eines elektronischen Ubergangs) des Molekiils
kompensiert (s. Abb. 1.12). Im thermischen Gleichgewicht wird das Verhéltnis der
Intensitaten der Stokes- und Anti-Stokes-Linie von der Boltzmann-Statistik be-
stimmt. Bei Raumtemperatur und Ubergéingen ab etwa 1000cm™"! liegt dieses

Verhiiltnis in der GréRenordnung von 10% zugunsten der Stokes-Intensitét.

Analog zu Abschnitt 1.1.2 ist das durch ein &ufseres Feld E;,, induzierte Dipol-
moment eines Molekiils in linearer Ordnung p = a - E;,. Da die Richtung des
induzierten Dipolmoments vom einfallenden Feld unterschiedlich sein kann, ist «

eine 3 x 3 Matrix. Bei einer einfallenden ebenen Welle mit der Frequenz w,, gilt
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Abbildung 1.12. | Verschiedene optische Streuprozesse an einem Molekiil mit den
Vibrationszustinden »/. Wegen unterschiedlicher Auswahlregeln schliefen sich Raman-
und Infrarotaktivitét in vielen Fillen gegenseitig aus.

fiir die Raman-Streuung

PR (Wew £ W) = 0, - Ein, (We) - (1.25)

Hierbei ist oy, g die zu dem Ubergang mit w,, gehorige Polarisierbarkeitsmatrix,
deren Eintrage von der zugehorigen Schwingung des Molekiils bestimmt werden.
Sie kénnen als die quantenmechanische Ubergangswahrscheinlichkeit zwischen
Grund- und angeregtem Zustand berechnet werden, wobei ihre Symmetrie von
der Punktgruppe bestimmt wird, zu der das Molekiil gehort [97|. Daraus fol-
gen auch die Auswahlregeln fiir die Raman-Aktivitit der Uberginge. Weil die
Energie der Uberginge charakteristisch fiir die elektronische Bindung und die
Symmetrieeigenschaften des Molekiils ist, lassen sich aus einem Raman-Spektrum
Informationen {iber die Struktur des Molekiils gewinnen. Dazu gehoren auch Kon-
formationsdnderungen, was besonders fiir die Untersuchung biologischer Systeme

interessant ist [98].

Da sich die Auswahlregeln fiir Raman-Streuung, Infrarotabsorption und Neu-
tronenstreuung unterscheiden |25, bilden diese drei Methoden ein komplementé-
res Set zur Strukturanalyse von Molekiilen. Raman-Spektroskopie zeichnet sich
dadurch aus, dass sie in wissriger Losung ohne Einschriankung mdoglich ist. Dies
ist eine Grundvoraussetzung fiir Messungen an biologischen Systemen in ihrer

natiirlichen Umgebung.
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1.2. Oberflichenverstarkung

Mit 1 x 107® em™2 bis 1 x 1073% cm™2 pro Molekiil [26, 27| sind typische Ra-
man-Streuquerschnitte zwei bis drei Grofenordnungen kleiner als die der Ray-
leigh-Streuung [99]. Man bedient sich daher verschiedener Techniken zur Stei-
gerung des Messsignals. Dazu gehort die Verstarkung einer bestimmten Raman-
Linie durch induzierte Emission [100, 101], die Verwendung von Zielmolekiilen
mit zur Anregung resonanten optischen Ubergiingen (resonant Raman scattering,
RRS [102]), sowie die Oberflichenverstirkung des Raman-Prozesses mittels plas-
monischer Antennen (surface-enhanced Raman scattering, SERS) [21-23]. Letzt-
genannte Methode eignet sich darunter als einzige zur breitbandigen Verstarkung
des Raman-Spektrums beliebiger Molekiile und wird in den Kapiteln 3 und 4 ver-

wendet.

1.2.2.2. Oberflachenverstiarkte Raman-Streuung an plasmonischen
Strukturen

Wird ein Molekiil in die Ndhe eines plasmonischen Nanopartikels gebracht, so
wird dessen Raman-Signal verstirkt. Die dem zu Grunde liegende Oberflichenver-
starkung (surface-enhanced Raman scattering, SERS) wird in zwei Mechanismen
aufgeteilt. Zum einen ist dies die ,elektromagnetische Verstarkung®, auf welchem
auch der Fokus dieser Arbeit liegt. Unter dem Begriff ,chemische Verstarkung”
werden im Wesentlichen alle weiteren Effekte zusammengefasst, die sich nicht
dem elektromagnetischen Mechanismus zuordnen lassen. Dazu zéhlt vor allem
die Verdanderung der elektronischen bzw. Rotations- und Vibrations-Uberginge
des Molekiils (und damit von @, g in Gl. 1.25), die durch die Uberlappung
seiner Wellenfunktionen mit denen der Metalloberfliche entstehen [103, 104].
Der Mechanismus der elektrischen Verstarkung gleicht im Prinzip dem der in
Abschnitt 1.2.1 behandelten PL-Verstirkung [105], wobei zwei Unterschiede zu
beachten sind. Wegen des fehlenden realen Zwischenniveaus wird bei der norma-
len Raman-Streuung die plasmonische Anregungsenergie direkt in den strahlen-
den (71,) und den nichtstrahlenden (>, v, ,,) Zerfallskanal aufgespalten. Da die
Streuraten des Raman-Prozesses um Grofenordnungen geringer sind als die des
Plasmons, beeinflussen sich die verschiedenen Zerfallswege effektiv nicht. Mit an-
deren Worten tritt bei einem solchen ,normalen SERS kein Quenching auf, was

fiir die Emissionsverstirkung bedeutet, dass der Nenner in (Gl. 1.24) verschwin-
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det. Damit erhélt man fiir den elektromagnetischen Teil der SERS-Verstirkung

1E (Aea) |”

Flors (/\ex, )\em) = (1 + anl (Aem)) ‘EO ()\ ) |27

(1.26)

der im Folgenden der Einfachheit halber als SERS-Verstarkungsfaktor bezeichnet
wird. Die Zustandsdichte in II; ist proportional zur Intensitidt des elektrischen
Feldes [106] und somit auch IT; oc |E|*/|Ep|*. Bei effektiven SERS-Messungen
sollte stets 7,II; > 1 und damit

Fl? o< | EP (Nea) [EI? (Nem) (1.27)
womit man die bekannte |E|*-Abhéngigkeit des SERS-Effekts erhilt [31]. Die-
ser wegen seiner Einfachheit sehr beliebte Zusammenhang ist auch dann wich-
tig, wenn eine analytische Beschreibung der LOP einer plasmonischen Struk-
tur zu aufwindig bzw. nicht mdoglich ist. Die mit numerischen Verfahren leicht
zu berechnende Verteilung der Feldverstarkung kann daher fiir eine theoretische
Abschétzung von Fi.,., fiir beliebige Anordnungen, Formen und Gréfen plasmo-
nischer Partikel verwendet werden. Dies ermdglichte auch die Berechnung des
Verstarkungsfaktors anhand von FDTD-Simulationen in Kapitel 3 und 4. Weiter
Ausfiihrungen zum Vergleich zwischen berechneter und experimenteller Verstér-
kung finden sich unter Abschnitt 2.3.

Fiir die Optimierung des Messsignals gelten im Prinzip die in Abschnitt 1.2.1
gemachten Aussagen: Um einen grofen Fi.,, zu erzielen, sollte die dipolare LOPR
moglichst gut sowohl mit der Anregung (bei A.,) als auch mit der Stokes-verscho-
benen Raman-Linie (bei A.,) iiberlappen (vgl. Abb. 1.8 ¢, d). Neben passenden
plasmonischen Eigenschaften der verwendeten Nanoantennen ist zudem wichtig,
dass sich die zu detektierenden Molekiile im Bereich der hochsten Felderhohung
befinden. Dies stellt auf Grund der geringen Ausdehnung optischer Nahfelder von
einigen Nanometern eine grofse Herausforderung dar, zu dessen Bewiéltigung in

Kapitel 3 und 4 zwei aussichtsreiche Konzepte vorgestellt werden.

Bei der experimentellen Anwendung von SERS ist das Auftreten eines breit-
bandigen Hintergrundsignals zu beobachten, dessen Ursache Gegenstand einer
andauernden Debatte ist [107]. Wihrend viele Autoren das elektronische Raman-

Signal der plasmonischen Partikel als Erklarung sehen [108, 109], zeigen einige
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Untersuchungen, dass zumindest ein Teil durch die plasmonische PL verursacht
wird [85, 86]. Auch die Fluoreszenz des adsorbierten Molekiils kann zu dem Hin-
tergrundsignal beitragen. Eine jiingere Publikation kommt auf Basis einer recht
umfangreichen Untersuchung zu dem Schluss, dass das Hintergrundsignal durch
das SERS-Signal der Spiegelladungen des adsorbierten Molekiils im Metall ent-
steht [110]. Im Vergleich zum realen Molekiil sind die SERS-Linien des ,,Spiegel-
molekiils“ aber durch die Kopplung an das elektronische Kontinuum im Metall

stark verbreitert und bilden ein breitbandiges Hintergrundsignal.

Bei der Kombination von SERS und RRS (,SERRS®), d. h. bei SERS an Mole-
kiilen mit realen, optisch anregbaren Ubergingen, wird die Signalstéirke von bei-
den Effekten beeinflusst. Dies betrifft auch Messungen in dieser Arbeit, bei denen
aus verschiedenen Griinden (wie Verfiigbarkeit oder notwendigen Kontrollmessun-
gen wie in Abschnitt 4.3) Farbstoffe als ,Ramanmarker” eingesetzt wurden. In den
Messungen fiir Kapitel 4 wurde allerdings bewusst auf eine resonante Anregung
des Fluorophors verzichtet, um die Universalitidt der Methode hervorzuheben. Bei
den Messungen fiir Kapitel 3 hingegen liegt die Anregungswellenldnge im Emissi-
onsbereich des verwendeten Farbstoffes, weshalb ein Einfluss auf die Messungen
von RRS nicht ganz ausgeschlossen ist. Um dennoch einen direkten Vergleich mit
dem berechneten F¢° gemiift Gl. 1.27 zu rechtfertigen, wurde daher in beiden

Féllen fiir die Berechnung von F2? auf das Signal von Bulk-Messungen der Farb-
stoffmolekiile normiert. Zudem kann es bei (,SERRS¥) theoretisch zu Quenching-
Effekten kommen [92]. Da die SERS-Signale der Fluorophore in den untersuchten
Systemen aber immer deutlich héher waren als die nicht-fluoreszenter Molekiile,
hatten solche Abschwéichungseffekte aber keinen oder nur unwesentlichen Einfluss

auf die Messungen.

1.3. DNA-Origami

DNA-Origami ist eine junge Bottom-Up-Methode zur Erzeugung von nanoskopi-
schen Strukturen mit DNA-Stringen. Sie beruht auf der Selbstorganisation von
DNA-Strangen und erlaubt die Herstellung komplexer dreidimensionaler Struk-
turen in einem parallelen Prozess (Abb. 1.13 a) [111-114]. Des Weiteren kann die

DNA-Struktur als Geriist fiir die Realisierung verschiedener Anordnungen von
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Kapitel 1. Grundlagen

Nanopartikeln oder Biomolekiilen genutzt werden, welche iiber Oligomerketten
angebunden werden und sich dabei nanometergenau positionieren lassen [114—
118]. Durch die Kombination mit metallischen Nanopartikeln kann DNA-Origa-
mi auch zur Synthese plasmonischer Nanostrukturen genutzt werden. So wurde
vor Kurzem die Herstellung verschiedener Anordnungen wie Dimeren oder chi-
ralen Strukturen demonstriert [119-124|. Hierbei bieten DNA-Origami-basierte
Verfahren den Vorteil, die Herstellung plasmonischer Strukturen aus Partikeln
zu ermoglichen, die zuvor mit kolloidaler chemischer Synthese hergestellt wur-
den. Im Vergleich zu lithographisch hergestellten Nanopartikeln, die durch das
Aufdampfen des entsprechenden Materials entstehen, weisen diese eine besser ge-
ordnete Kristallstruktur und eine andere Auswahl an zur Verfiigung stehenden
Formen auf [125]. Mit DNA-Origami konnen sehr geringe Partikelabstéinde reali-
siert werden, welche Voraussetzung fiir stark gekoppelte plasmonische Antennen
und eine hohe Feldverstédrkung sind. Zudem bieten die DNA-Geriiste die Moglich-
keiten, bestimmte Molekiile gezielt an der Oberfliche der plasmonischen Partikel

zu platzieren. Dies wurde unter anderem zur Fluoreszenzverstarkung von Mole-

(b) —%

Abbildung 1.13. | Mit DNA-Origami lassen sich vielfaltige Formen realisieren. (a)
Obere Reihen: Designvorlage und Visualisierung der Verbindungen. Untere Reihe: Ras-
terkraftmikroskopie der fertigen DNA-Struktur auf einer Substratoberflache. Die Grofe
betrégt bei allen Bildern 165x 165 nm. (b) Eine Designvorlage mit einem durchgehenden
Stiitzstrang (schwarz) und komplementéren Verbindungsstriangen (farbig). Nach [112].
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1.3. DNA-Origami

kiilen verwendet, die mit Hilfe der DNA gezielt in den plasmonischen Heifspunkt

zwischen den Partikeln eingebracht wurden [126].

angebunden werden und sich dabei nanometergenau positionieren lassen [114—
118]. Durch die Kombination mit metallischen Nanopartikeln kann DNA-Origa-
mi auch zur Synthese plasmonischer Nanostrukturen genutzt werden. So wurde
vor Kurzem die Herstellung verschiedener Anordnungen wie Dimeren oder chi-
ralen Strukturen demonstriert [119-124|. Hierbei bieten DNA-Origami-basierte
Verfahren den Vorteil, die Herstellung plasmonischer Strukturen aus Partikeln
zu ermoglichen, die zuvor mit kolloidaler chemischer Synthese hergestellt wur-
den. Im Vergleich zu lithographisch hergestellten Nanopartikeln, die durch das
Aufdampfen des entsprechenden Materials entstehen, weisen diese eine besser ge-
ordnete Kristallstruktur und eine andere Auswahl an zur Verfiigung stehenden
Formen auf [125]. Mit DNA-Origami kénnen sehr geringe Partikelabsténde reali-
siert werden, welche Voraussetzung fiir stark gekoppelte plasmonische Antennen
und eine hohe Feldverstéarkung sind. Zudem bieten die DN A-Geriiste die Mdglich-
keiten, bestimmte Molekiile gezielt an der Oberfliche der plasmonischen Partikel
zu platzieren. Dies wurde unter anderem zur Fluoreszenzverstirkung von Mole-
kiilen verwendet, die mit Hilfe der DNA gezielt in den plasmonischen Heifpunkt

zwischen den Partikeln eingebracht wurden [126].

Die Erstellung der Designvorlage fiir eine bestimmte Form erfolgt in mehreren
Schritten [127, 128]. Am Ende steht eine zeilenweise mit Doppelhelix-Segmenten
aufgefiillte Struktur, die aus einem langen (,,Stiitz*-)Einzelstrang und vielen kur-
zen komplementiren Einzelstrangen besteht (Abb. 1.13 b). Die kurzen Strénge
verbinden die Zeilen untereinander und sichern so die Formstabilitat der Struk-
tur. Bei der eigentlichen Synthese werden die Einzelbestandteile gemischt und die
entstandene Losung sukzessiv erhitzt und abgekiihlt, bis die finale Form erreicht
ist. Details zur Herstellung der in Kapitel 3 untersuchten Hybridstrukturen finden
sich in Abschnitt 2.4.1.

31



Kapitel 1. Grundlagen

(@) (b)

DOPC W %ﬁ%

O
g g NN
(Dﬂ

=0
I 5

W/WYO H (o}
unpolar/hydrophob ° C{%/% 3553535533555555
Y polar/ %&g&t %é% %% %é%

hydrophil

Abbildung 1.14. | Phospholipide als Grundbaustein zweilagiger Membranen. (a)
Struktur eines Phospholipids am Beispiel von DOPC (1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-
Phosphocholine). (b) Verschiedene selbstorganiserte Formen von Lipiden in wéssriger
Lésung: Vesikel (links), Mizelle (oben rechts), auf eine Substratoberfliche gebunden
(unten rechts).

1.4. Lipidmembranen

1.4.1. Zweilagige Lipidmembranen

Phospholipide sind amphiphile Molekiile mit einem hydrophilen ,Kopf* und ei-
nem hydrophoben Fettsdure-Rest (Abb. 1.14). Thr Phasenraum in wéssriger Lo-
sung besteht daher aus selbstorganisierten Strukturen, deren Oberfliche die Kopf-
gruppen bilden und so den energetisch ungiinstigen Kontakt des hydrophoben
Teils mit dem Wasser verhindern. Das sog. ,Vesikel® besteht aus einer geschlos-
senen, zweilagigen Lipidschicht und bildet mit seiner geschlossen Form ein stark
vereinfachtes Modell fiir eine zelluldre Hiille. Diese zweilagige Schicht ist zwar nur
wenige Nanometer dick, stellt aber fiir Ionen eine extrem starke Diffusionsbarriere
dar [129].

Einige Phospholipide bilden bei Zimmertemperatur fliissige Membranen [130],
d. h. dass die Molekiile entlang der Membran wie eine zweidimensionale Fliissig-
keit diffundieren. Im Bezug auf biologische Systeme ist diese Diffusion eine fiir
die Funktion der Membran wichtige Eigenschaft. Typische Diffusionskonstanten
fliissiger Membranen liegen bei einer Gréfenordnung von einigen pm?s~! [131].

Phospholipide sind ein wesentlicher Bestandteil biologischer Membranen. Als
auferste Grenzschicht einer Zelle sind diese Membranen an Transportprozessen
zwischen Zelle und Umgebung, an interzellularer Kommunikation und an der
Reaktion auf Umweltverinderungen beteiligt [132]. Wegen der Vielfaltigkeit ih-

rer Aufgaben ist die Zusammensetzung biologischer Lipidmembranen sehr kom-
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1.4. Lipidmembranen

plex [133]|. Zur Untersuchung bestimmter physikalischer und chemischer Eigen-
schaften von Membranen wurden daher vereinfachte Modellsysteme entwickelt
zu denen auch die einkomponentige, zweilagige Lipidmembran gehort. Sie lasst
sich durch einen Ubergang von der vesikuliiren in die lamellare Phase auf ei-
ner hydrophilen, planen Substratoberfliche bilden. Da die Riander der Membran
Energie kosten, ist eine grokflichige, zusammenhéngende Form sehr stabil. Man
spricht in diesem Fall von einer ,substratgebundenen® zweilagigen Lipidmembran
(SLB, supported lipid bilayer). Mit ihrer Planaritdt und grofflichigen Ausdeh-
nung bieten SLB die Moglichkeit, Proteine und andere in die Membran zusatzlich
eingebrachte Molekiile gezielt zu untersuchen [134, 135]. Ein weiterer Vorteil die-
ses Systems besteht darin, dass sich SLB auf der Substratoberfliche parzellieren
und/oder in ihrer Diffusionsrichtung lenken lassen. Dazu werden lithographisch
erzeugte Mikro- und Nanostrukturen aus Photolack oder Metall verwendet, die
fiir SLB eine starke Diffusionsbarriere darstellen [136-138|. Dies trifft auch auf
die Goldnanodreiecke zu, die in dieser Arbeit fiir SERS genutzt wurden. In die
SLB eingebettet, haben die AuNP damit eine zweifache Funktion: einerseits len-
ken sie die Membrandiffusion, andererseits verstiarken sie das Raman-Signal der

Membranmolekiile.

1.4.2. Methoden zur Untersuchung von Molekiilen in

Membranen

Die Untersuchung von Membranen auf molekularer Ebene ist wegen ihrer Diffu-
sivitiat, Heterogenitit und ihrer geringen Dicke eine grofe Herausforderung [133,
139]. Auf Massenspektroskopie basierende Methoden ermoglichen zwar die Be-
stimmung der Zusammensetzung der Membran auf molekularer Ebene mit ho-
her Auflésung [140], bendtigen aber Hochvakuum und sind somit unvereinbar
mit physiologischen Bedingungen. Ublicherweise werden fiir Messungen funktio-
naler Eigenschaften von Membranen deshalb optische Methoden verwendet, die
in wéssriger Losung moglich sind. Dazu gehoren vor allem fluoreszenzbasierte
Methoden wie interne Totalreflektions-Mikroskopie (TIR, total internal reflecti-
on, [141]), fluoreszente Interferenz-Kontrast-Mikroskopie [142], Forster-Resonanz-
Energietransfer [143] oder Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie [144]. All die-

sen Methoden ist gemein, dass sie zwangsliufig eine fluoreszente Markierung der
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Kapitel 1. Grundlagen

zu detektierenden Molekiile voraussetzen. Auferdem lassen sich mit ihnen nur in
beschrinktem Mafse Informationen iiber die Struktur von Molekiilen gewinnen.
Methoden wie Raman- oder Infrarotspektroskopie zielen direkt auf molekulare
Schwingungszustdnde ab und enthalten damit Informationen {iber die chemische
Struktur des gemessenen Molekiils, seine Konformation und die Wechselwirkung
zu benachbarten Molekiilen (s. Abschnitt 1.2.2.1).

Eine Limitierung fiir den breiten Einsatz der Technik besteht in den allgemein
sehr geringen Raman-Streuquerschnitten von Molekiilen. Gerade Messungen an
(quasi-)zweidimensionalen Systemen wie Membranen, bei denen sich nur wenige
Molekiile im fokalen Laservolumen befinden, sind daher herausfordernd. So wur-
den bei konventionellen Raman-Messungen an dunklen Membranen Akquisitions-
zeiten von bis zu 2h berichtet [145]. Eine Verbesserung der Methode hinsichtlich
der Messdauer konnte durch die Verwendung einer TIR-Konfiguration erreicht
werden [22]. Dabei wird die Probe mit dem evaneszenten Feld eines in Totalrefle-
xion einfallenden Laserstrahls angeregt, wodurch der Anregungsbereich auf eine
diinne Schicht iiber der Substratoberfliche beschrankt wird. Mit dieser Konfigu-
ration liek sich ein 60-fach besseres Signal-zu-Rauschen-Verhiltnis erzielen und
die Akquisitionszeit auf wenige Minuten reduzieren. Allerdings trugen zur Mes-
sung in [22] sdmtliche Membranmolekiile in einem Bereich von 30 x 60 pm bei.
Die Detektion weniger Molekiile, die in geringer Konzentration in der Membran
verteilt sind, wiirde mit dieser Methode daher wesentlich hohere Laserleistungen
und/oder Akquisitionszeiten erfordern. Fiir die Messung von Diffusionsprozessen
waren aber geringere Akquisitionszeiten vorteilhaft. SERS bietet hier mit seiner
grofsen Signalverstdrkung eine interessante Alternative, deren Moglichkeiten in

Kapitel 4 untersucht werden.

1.5. Aufwartskonvertierende Nanopartikel

Aufwirtskonvertierende Nanopartikel (UCNP, Upconverting nanoparticles) sind
photolumineszente Partikel, bei denen ein Teil des emittierten Lichts im Ver-
gleich zur Anregungswellenlinge Anti-Stokes-verschoben ist. ,Aufwirtskonversi-
on“ bezeichnet einen Prozess, bei dem die aufeinanderfolgende Absorption meh-

rerer Photonen in langlebige Energieniveaus zur Emission von Photonen hohe-
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1.5. Aufwartskonvertierende Nanopartikel

rer Energie fithrt. Die bei der Anregung beteiligten Mechanismen sind entweder
Energietransfer (ETU, Enerqy transfer upconversion), Absorption in angeregtem
Zustand oder Photonenlawinen [146]. Darunter ist ETU am geeignetsten fiir auf-
wartskonvertierende Materialien, da der Prozess vergleichsweise effizient ist und
nicht von der Anregungsleistung abhéngt [146, 147].

Lange Lebensdauern der beim Energielibertrag beteiligten Zustiande und lei-
terartige Energieniveaus mit vergleichbaren Abstédnden sind die zwei wichtigsten
Voraussetzungen fiir Aufwéartskonversion und werden von einigen Elementen im
d- und f-Block erfiillt. Fiir die Herstellung aufwértskonvertierender Materiali-
en wird ein nichtleitendes Tragermaterial mit Kombinationen aus Fremdatomen
dotiert, deren Ubergiinge eine effiziente ETU erméoglichen [148]. Lanthanoid-To-
nen zeichnen sich dabei durch die Eigenschaft aus, nahinfrarote Strahlung in
sichtbares Licht umzuwandeln [149]. Eine der effizientesten Lanthanoid-basierten
Materialien, bestehend aus dem Trigermaterial NaYF? und einer Dotierung mit
Ytterbium- und Erbium-Ionen, ist seit 1972 bekannt [150]. Jedoch wurden erst
in den spéaten 90er Jahren Synthesen entwickelt, mit denen sich aus aufwartskon-
vertierenden Materialien effiziente Nanopartikel herstellen lieken. Durch passende
Funktionalisierung ihrer Oberfliche kénnen sie in verschiedenen Losungsmitteln
suspendiert werden. Wasserlosliche UCNP zeigen eine geringe Zytotoxizitdt und
eignen sich damit als Kontrastmittel in biologischen Systemen [151, 152]. Neben
der Vermeidung von autofluoreszentem Hintergrund aufgrund ihrer Anti-Stokes-
Emission hat ihre Anregung im Infraroten den Vorteil, tiefer in Gewebe eindringen
zu konnen und dabei weniger Schaden zu verursachen [36-38|. Weitere Anwen-
dungen von UCNP sind die Effizienzsteigerung von Solarzellen [153, 154], als
Farbstoffe fiir Sicherheitsmerkmale [155, 156] und fiir 3D-Bildschirme [157, 158].

Abbildung 1.15 | Energietransfer-Auf-

wartskonversion zweier Ionen: Wird die

=7 Energie von Ion A im Zustand E1 auf ein

. sich bereits im angeregten Zustand befin-

. dendes Ion B iibertragen, kann die Energie

‘ als Photon mit doppelter Energie der An-

¥ , regung emittiert werden. Fiir die Effizienz

G des Prozesses sind die Langlebigkeit der Zu-

lon A lon B stinde und Niveausysteme mit vergleichba-
ren Energieabstdnden ausschlaggebend.

~ E2
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Kapitel 1. Grundlagen

Ahnlich wie bei Stokes-emittierenden Farbstoffmolekiilen kann auch die Lumi-
neszenz von aufwéartskonvertierenden Materialien mit plasmonischen Strukturen
verdandert werden. Dies wurde z. B. anhand von hybriden Nanopartikeln mit einer
Kern-Schale-Geometrie [40, 41| gezeigt. Auch zu Anordnungen mit eingebetteten
AuNP gibt es erste Ergebnisse [39-41|. Ziel dieser Untersuchungen war die Stei-
gerung der Quanteneffizienz der aufwértskonvertierten Lumineszenz, die sich im
Bereich von wenigen Prozent bewegt [159]. Im Vergleich zu den meisten Stokes-
emittierenden Fluorophoren sind die Termschemata von UCNP sehr komplex. Da
die Abregungsprozesse in der Regel kaskadenformig angeordnet sind, kénnen sich
die verschiedenen Uberginge untereinander beeinflussen. Eine Voraussetzung fiir
die gezielte Manipulation der aufwértskonvertierten PL, etwa zur Steigerung der
Quanteneffizienz, ist daher ein genaues Verstéindnis der Wechselwirkung zwischen

UCNP und plasmonischen Nanopartikeln.
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2. Methoden und

Probenherstellung

2.1. Messtechniken

2.1.1. Dunkelfeldmikroskopie

Ein Dunkelfeldmikroskop (DFM) dient zur Betrachtung und spektralen Unter-
suchung des von der Probe gestreuten Lichts. Damit eignet es sich insbesondere
fiir die Untersuchung plasmonischer Nanopartikel, deren Plasmonenresonanz im
optischen Bereich liegt. Aus dem Streuspektrum eines AuNPs lassen sich un-
ter anderem Informationen iiber Gréfe und Form des Partikels, das umgebende
Medium oder die Lebensdauer der LOP gewinnen (s. Abschnitt 1.1).

Um mit dem Objektiv ausschlieflich Streulicht der Probe einzufangen, muss
seine numerische Apertur (NA) kleiner sein als die des verwendeten Kondensors.
Es ist NA = nsina mit dem Brechungsindex des Immersionsmediums n und
dem halben 6ffnungswinkel o des Lichtkegels. Das vom Objektiv eingefangene
Streulicht kann mit dem Auge, einer Kamera oder einem Spektrometer detektiert
werden.

Die spektrale Verteilung des gemessenen Signals besteht aus einer Uberlage-
rung des Spektrums der Quelle und den dem Streuspektrum der Probe. Daher
wird das Quellspektrum separat aufgenommen und dient zur Normierung des
Probensignals.

Fiir die Dunkelfeldaufnahmen in dieser Arbeit wurden ein Epiplan Neofluar
100x Luftobjektiv mit NA = 0.9 (Zeiss) und einem Olimmersions-Dunkelfeld-
Kondensor mit NA = 1.2 (Zeiss) verwendet. Als Lichtquelle diente eine 100 W
Halogenlampe (Zeiss). Als Spektrometer wurde ein Acton SP2500 (Princeton In-
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Kapitel 2. Methoden und Probenherstellung

struments) mit stickstoffgekiihltem CCD-Detektor verwendet, die Bilder wurden

mit einer digitalen Spiegelreflexkamera (Panasonic) aufgenommen.

2.1.2. Konfokale Raman-Mikroskopie

Fiir die Raman-Spektroskopie wurde ein Mikroskop verwendet, das an ein T64000-
Spektrometer (Horiba) mit stickstoffgekiihltem CCD-Detektor angeschlossen war.
Je nach benétigter spektraler Auflésung kamen Gitter mit einer Strichzahl von
300mm~! oder 1800 mm~! zum Einsatz. In dem verwendeten Einzelspektrome-
ter-Modus lieRen sich Signale bei Wellenzahlen ab 100 cm™! messen. Zur Anre-
gung der Probe wurden die Emissionslinien bei 568 nm und 647 nm eines Ar-
gon/Krypton-Gaslasers (Innova 70C, Coherent) verwendet. Zur Messung der La-
serleistung nach dem Objektiv diente ein Photometer (PowerMAX USB, Cohe-
rent). Fiir die Anregung wurden zumeist sehr geringe Laserleistungen von unter
200pW (nach dem Objektiv) gewidhlt, um eine Verédnderung der Probe zu ver-
meiden. Als Objektiv kam je nach Probe ein 100x Wassertauchobjektiv mit NA
1.0 (Zeiss) oder ein 100x Luftobjektiv mit NA 0.9 (Olympus) zum Einsatz. Das
Signal wurde mit einem Bandpassfilter von der Laserlinie getrennt und in kon-
fokaler Konfiguration zum Spektrometer gesendet. Um grofere Bereiche auf der
Probenoberfliche abzurastern, konnte die Probe mit einem motorisierten Tisch

verfahren werden. Alle Raman-Messungen fanden bei Raumtemperatur statt.

2.1.2.1. Signalbearbeitung

Bei SERS-Messungen des Stokes-Signals tritt ein breitbandiges Hintergrundsignal
auf (Abb. 2.1 a), dessen Ursache nicht abschlieftend geklért ist (s. Abschnitt 1.1.2).
Durch grofse Unterschiede in der spektralen Breite zwischen Raman-Linien und
Hintergrundsignal kénnen beide aber einfach voneinander getrennt werden. Dazu
wird eine polynomiale Fitfunktion gesucht, die mdglichst nahe am Hintergrundsi-
gnal liegt, und als Basislinie vom Messsignal abgezogen wird (Abb. 2.1 b). Ubrig
bleibt das SERS-Signal der Probe.
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Abbildung 2.1. | (a) Rohsignal einer SERS-Messung und Lumineszenz-Fit. (b) Berei-
nigtes SERS-Signal.

2.1.2.2. Polarisationsabhingige Messungen

Bei den polarisationsabhingigen Raman-Messungen fiir Abschnitt 3.2.1 zeigte
sich, dass die Transmission des gesamten Aufbaus sowohl im Bezug auf Anregungs-
als auch Signalstrahlengang polarisationsabhéngig war. Dabei waren Schwankun-
gen in der Anregungs- und Signalintensitit von bis zu Faktor Zwei zu messen.
Die Unterschiede in der Anregungsintensitit konnten recht leicht durch eine po-
larisationsabhangige Kalibrationsmessung der Laserleistung bestimmt und aus
den Ergebnissen herausgerechnet werden. Fiir die Kalibration der Signaltrans-

mission wurde die Raman-Linie bei 520.6 cm™!

eines Siliziumwafers verwendet,
welcher mit der Polarisation des Lasers gedreht wurde, um Auswirkungen der

Kristallachsen-Orientierung auf das Messsignal zu vermeiden.

2.1.3. Optische Transmissionsspektroskopie

Diese Methode wurde fiir die Messung der Transmissionsdispersion der Goldnan-
odreieck-Felder verwendet. Der Strahldurchmesser des verwendeten Doppelstrahl-
Spektrometers Cary 5000 (Agilent) auf der Probe betrdgt 4 x 5 nm, wodurch es
nur fiir Ensemblemessungen von AuNP geeignet ist. Das Gerat verfiigt iiber ver-
schiedene polychromatische Lichtquellen zur Anregung {iber einen groften Spek-
tralbereich vom Ultravioletten bis ins Nahinfrarote. Bei der Messung wird ein
Teil des Lichts durch die Probe gesandt und mit einem Photometer die Intensitét

des transmittierten Lichts I gemessen wird (Abb. 2.2). Der andere Teil wird als
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Monochromator

/_\,\_,_,\\ Strahlteiler Probe

DY L &

Pri
éé\ risma | | Deiektoren
Lichtquelle \ Referenzn | -

Spiegel

Abbildung 2.2. | Aufbau eines Zweistrahl-Transmissions-Spektrometers.

Referenzstrahl verwendet, auf dessen Intensitit normiert sich die Transmission
T der Probe ergibt. Die Dispersionsmessung erfolgt iiber die Abrasterung eines
eingestellten Wellenlingenbereichs mit einem motorisierten Gitter. Das Messer-
gebnis wird mittels einer Referenzmessung an einem blanken Glassubstrat von
der Absorption des Substrates selbst bereinigt werden. Das Resultat erhilt nur
noch Informationen tiber die Strukturen auf der Oberfliche (deren plasmonische
Eigenschaften allerdings durch den Brechungsindex des Substrates beeinflusst
sind). Die Transmission 7' eines AuNP-Ensembles mit der Flichendichte p ist
mit dem Extinktionsquerschnitt der Partikel o.,; liber das Beer-Lambertschen

Gesetz
I

[_0:

verkniipft. Dabei ist zu beachten, dass die in T" beobachtete Linienbreite einer

T = ¢ 0ot (2.1)

LOPR sowohl von der inhomogenen (durch die Verschiedenheit der Partikel im
Ensemble) als auch homogenen Verbreiterung (durch die Lebensdauer der LOP)

beeinflusst ist.

2.1.4. Rasterelektronenmikroskopie

Mit einem Rasterelektronenmirkoskop (REM) kénnen Informationen iiber Mate-
rial und Topographie einer Probe gewonnen werden. Dazu wird mit einem fokus-
sierten Elektronenstrahl die Probe abgerastert und die an der Probe zuriickge-
streuten Elektronen von verschiedenen Detektoren aufgefangen. Das Auflosungs-
vermogen ist durch die de-Broglie-Wellenldnge der Elektronen begrenzt, die iiber
Ag = h/v/2eUm, direkt von der verwendeten Beschleunigungsspannung U ab-

hangt, wobei h das Plancksche Wirkungsquantum, e die Elementarladung und m,
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die Elektronenmasse ist. Abhéngig von Beschleunigungsspannung und Arbeits-
abstand kann eine Auflésung von bis zu 0.5 nm erreicht werden. Im Vergleich zu
anderen hochauflésenden Rastermikroskopiemethoden ist die Rastergeschwindig-
keit bei einem REM sehr hoch. So kdnnen schon bei einer Bildwiederholrate von
1 Hz gut erkennbare Bilder aufgenommen werden. Des Weiteren weisen die Mess-
bilder vor Allem bei geneigter Probenoberfliche eine sehr schone Tiefenwirkung
auf, wie beispielsweise in Abb. 2.3 ¢ zu sehen ist.

In Abb. 2.3 a ist der Strahlengang eines REMs dargestellt, bei dem als Elek-
tronenquelle eine Feldemissionsspitze dient. Anschlieffend werden die Elektronen
durch eine Anode beschleunigt, gebiindelt und durch eine Lochblende gesendet.
Zur Biindelung des Elektronenstrahls sowie zu seiner Fokussierung auf der Pro-
benoberfliche dient ein mit Ringspulen erzeugtes magnetisches Feld. Am Aus-
gang des Elektronenobjektivs befinden sich weitere Spulen, die zur Ablenkung
des Elektronenstrahls beim Abrastern der Probe dienen. Die Beschleunigungs-
spannung Ugyr liegt bei einem REM in der Regel bei einigen Kilovolt.

Wenn die beschleunigten Elektronen auf die Probe treffen, kommt es zu un-
terschiedlichen Streuprozessen, deren Resultate von verschieden Detektoren ge-
messen werden. Am héufigsten wurde der Detektor fiir Sekundérelektronen (SE)
verwendet. Diese entstehen bei inelastischen Streuprozessen an den Elektronen
im Probenmaterial. Da SE eine recht niedrige Energie von 10 bis 50 eV haben,
kénnen sie die Probe nur verlassen, wenn sie direkt an der Oberfliche entstehen.
Dies ist hauptsdachlich am Fokuspunkt des Elektronenstrahls auf der Probeno-
berflache der Fall, weshalb bei ihrer Messung eine hohe Auflésung erzielt werden
kann. SE sind sehr gut zur Messung topographischer Unterschiede geeignet. Sie
kénnen von einem In-Lens-Detektor aufgenommen werden, der als Ringdetektor
am Kondensor angebracht ist. Mit einer am Detektor angelegten Gegenspannung
werden sie dabei von den energetisch hoheren, direkt zuriick gestreuten Elektro-
nen (DZE) getrennt und gesondert detektiert.

Die Anzahl von Sekundéirelektronen, die die Probe pro einfallendem Elektron
verlassen, ist abhéngig von Probenmaterial und Geschwindigkeit der einfallenden
Elektronen. Dadurch kann sich bei geringer Leitfahigkeit des Substrats die Probe
lokal aufladen. Dies fiihrt zu Artefakten und Verzerrungen in der Aufnahme,
welche die Bildqualitéit stark beeinflussen. Zur Minimierung dieser Effekte ist bei

nichtleitenden Substraten eine niedrige Beschleunigungsspannung vorteilhaft. Um
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Abbildung 2.3. | (a) Aufbau der Elektronenoptik des verwendeten REMs. Die Be-
schleunigungsspannung Up g ist der Potentialunterschied, der Zwischen der Feldemissi-
onsspitze und dem Ausgang des Objektives anliegt. (b) REM-Aufnahme eines Goldpar-
tikel-Dimers aus zwei sphérischen Kolloiden mit einem Durchmesser von jeweils 40 nm.
(c¢) Aufnahme unter geneigtem Einfall von sphérischen Silika-Kolloiden auf einem Glas-
substrat, welche zuvor mit Gold bedampft wurden.

die Divergenz des Elektronenstrahls trotzdem gering zu halten und damit eine
gute Auflosung zu erzielen, muss der Arbeitsabstand mdglichst klein sein. Als
weiteres Mittel gegen Aufladungseffekte besteht die Moglichkeit, die Probe vor
der Messung mit einem leitfihigen Film zu beschichten. Dieser darf nur wenige
Nanometer dick sein, um die topographischen Eigenschaften der Probe nicht zu
stark zu verandern. Auf Glassubstraten wurden die besten Ergebnisse hinsichtlich
der Benetzungseigenschaften des Films durch das Besputtern mit einem Gold-

Palladium-Target erzielt.

Ein Nachteil von REM-Untersuchungen ist, dass wihrend der Messung Koh-
lenstoff auf der Probenoberfliche abgeschieden wird, der von in den Elektronen-
strahl gelangten Kohlenstoffdioxidmolekiilen aus dem Restgas in der Probenkam-

mer stammt. Insbesondere bei AuNP fiihren diese Kohlenstoffabscheidungen zur
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Verdnderung ihrer optischen Eigenschaften. Alle REM-Untersuchungen miissen
daher nach Abschluss der optischen Messungen durchgefiihrt werden.

Bei den Messungen fiir diese Arbeit wurde ein Gemini Ultra Plus Feldemissions-
REM (Zeiss) mit einer nominalen Aufldsung von 2nm verwendet. Soweit nicht
anders beschrieben, wurden die Bildinformationen mit dem In-Lens-Detektor fiir
SE bei einer Beschleunigungsspannung von 1kV und einem Arbeitsabstand von
1.5 mm aufgenommen. Bei besonders hochaufgelosten Messungen wurden einige
Proben vor der Messung mit einer 2.5 nm dicken Gold-Palladium-Schicht besput-
tert.

2.2. Berechnungen mit der

Finite-Differenzen-Methode im Zeitbereich

Die Finite-Differenzen-Methode im Zeitbereich (FDTD, Finite-difference time-
domain) ist eine numerische Rechenmethode zur Loésung der zeitabhéngigen Max-
wellgleichungen. Als raumdiskretisierende Methode ist sie verhéltnisméfig res-
sourcenintensiv [160, 161], erfreut sich aber wegen des immer einfacher werdenden
Zugangs zu leistungsstarken Rechnern zunehmender Beliebtheit. Zusammen mit
der Diskrete-Dipol-Approximation (DDA) und der Randelementmethode (BEM,
Boundary element method) gehort sie mittlerweile zu den am meisten verwende-
ten Methoden zur Berechnung der optischen Eigenschaften von AuNP [18§].

Als Ergebnis einer FDTD-Berechnung erhilt man sowohl die Verteilung des
elektromagnetischen Nahfeldes als auch Fernfeldgrofsen wie den Streuquerschnitt
(bzw. die Streueffizienz) eines Partikels oder der Transmission einer Probe. Die
zeitliche Entwicklung der elektromagnetischen Felder erfolgt dabei iiber eine ab-
wechselnde iterative Berechnung des elektrischen und magnetischen Feldes in
kleinen Zeitschritten. FDTD kann fiir Probleme in ein, zwei und drei rdumlichen
Dimensionen angewandt werden, wobei der Raum in rechteckige Yee-Zellen unter-
teilt wird |162]. Als Eingabeinformation wird bei der Modellierung des Problems
jedem Raumsegment eine dielektrische Funktion zugeordnet. Diese wird entweder
als konstanter Wert (das Ergebnis gilt dann nur fiir eine einzelne Wellenlénge)
oder durch einen Fit an Messdaten mit Drude- oder Lorentz-Termen oder einem

Polynom beschrieben. Ein Vorteil von FDTD in seiner Eigenschaft als Zeitdo-
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Simulationsbegrenzung

~
Transmissions-Monitore 41

\
TFSF-Quelle /

Abbildung 2.4 | Simulationsaufbau ei-
ner FDTD-Berechnung. Die Feldmonitore
(blau) nehmen nur das gestreute Licht auf,
mit dem man die Streueffizienz des Streu-
\// objekts innerhalb der TSFS-Quellenbox be-
rechnet.

manentechnik ist, dass dispersive Informationen leicht gewonnen werden kénnen,
weil als Eingangssignal ein breitbandiger Lichtimpuls verwendet wird. Die Be-
rechnung der zeitlichen Entwicklung der elektromagnetischen Felder erfolgt also
inhdrent iiber ein bestimmtes Wellenldngenspektrum. Nach einer Fouriertrans-
formation in den Frequenzraum liegen die resultierenden Grofken als Dispersion

iiber den gewdhlten Frequenzbereich vor.

Fir die Berechnungen in dieser Arbeit wurde das kommerzielle Programm
FDTD Solutions (Lumerical Solutions Inc., Kanada) verwendet. In Abb. 2.4 ist
ein typisches Setup mit einer Total-field scattered-field-Quelle (TFSF) dargestellt.
Das einfallende elektromagnetische Feld ist eine ebene Welle, die sich senkrecht
zur Einspeisungsfliche A.;, ausbreitet. In der Endebene A,,s wird diese wieder
abgezogen. Befindet sich ein Streuobjekt im Bereich zwischen diese beiden Ebe-
nen, so enthéilt dieser das gesamte Feld aus einfallendem und gestreuten Feld;
hingegen enthélt der dufsere Bereich nur den gestreuten Anteil. Durch geeignete
Positionierung in beiden Bereichen von Monitoren, die die durch sie flielsende
Leistung messen, konnen Extinktion und Streuung separat gemessen werden. Die
dullerste Schicht einer Simulation besteht aus mehreren Schichten mit extrem
geringer Reflektivitdt (PML, Perfectly matched layer). Diese begrenzen das Si-
mulationsvolumen und simulieren das Abfallen der elektromagnetischen Wellen

im Unendlichen.
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Bei einer Berechnung ist an mehreren Stellen zu kontrollieren, ob das Ergebnis
im Rahmen der Methode korrekt ist und keine rechnerischen Artefakte enthilt.
Dazu gehort auch, die reale Struktur méglichst genau zu modellieren. So war
z. B. bei den Berechnungen der Golddreiecke darauf zu achten, die Spitzen mit
einem Kurvenradius zu versehen, da es sonst zu unrealistischen Felderh6hungen
an den Spitzen kommt (vgl. Abschnitt 1.1.4). Auferdem sind verschiedene wei-
tere Parameter einer Simulation zu iiberpriifen. Der erste Schritt ist dabei die
Priifung der dielektrischen Funktionen aller verwendeten Materialien. Dieses be-
steht in der Regel aus einem Fit an tabellarische Messdaten aus einer Datenbank.
Insbesondere ist auf hochfrequente Fehler in der Fitfunktion zu achten, da diese

ausgepragte Artefakte verursachen.

Der niichste Schritt ist die Uberpriifung der Konvergenz einer Berechnung. Dies
erfolgt durch die Variation bestimmter Parameter und dem Vergleich der Ergeb-
nisse. Hat die Verdnderung des iiberpriiften Parameters keine Auswirkung mehr
auf das Ergebnis, kann von der Konvergenz der Berechnung im Bezug auf diesen
Parameter ausgegangen werden. Die wichtigsten Konvergenzparameter sind die
Gitterzellengrofe (MS, mesh size) sowie Lage und Beschaffenheit der Grenzen
des Simulationsvolumens, d. h. Anzahl der PML und ihr Abstand zu plasmo-
nischen Strukturen. Zu grofse MS kénnen unrealistisch grofse Feldiiberhhungen
sowie Artefakte im Streuspektrum verursachen. Bei den Begrenzungsflichen der
Simulation ist darauf zu achten, dass sie nicht durch zu geringen Abstand zu
einer plasmonischen Struktur etwas von dessen elektromagnetischem Nahfeld ab-
sorbiert, wird. Andererseits sollte die Zahl der PML grof genug sein, um auch

unter streifendem Einfall Lichtreflexionen zu vermeiden.

Berechnungen fiir Kapitel 3. Bei der Berechnung der elektromagnetischen
Felder an zwei AuNP (Durchmesser 40 nm) im Abstand von 6 nm, deren Ergebnis
in Abb. 3.4 dargestellt ist, wurden folgende Parameter verwendet: Als optische
Konstanten wurden die Daten von Johnson und Christie [49] fiir Gold bzw. von
Palik [163] fiir Glas verwendet. Das Simulationsvolumen betrug 1.7x1.7x 1.7 m?
und wurde von einem Stapel von 64 PML mit einer Reflektivitit von 10~* be-
grenzt. Aus einer TFSF-Quelle wurde linear polarisiertes Licht eingespeist. Die
MS im Bereich der Partikel betrug 1 nm. In einem Bereich zwischen den Partikeln,

der die Feldmonitore einschloss, wurde die MS zusétzlich auf 0.2 nm reduziert.
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Berechnungen fiir Kapitel 4. Die Berechnungen beziehen sich auf eine Bow-
Tie-Antenne mit zwei dreieckigen Nanoprismen aus Gold mit einer Kantenlinge
von 90 nm und einer Dicke von 30 nm. Beide Golddreiecke verfiigten iiber abge-
rundete Ecken mit einem Kriimmungsradius von 9nm, um die in den REM-Un-
tersuchungen ermittelten realen Strukturformen nachzubilden. Das Simulations-
volumen betrug 2 x 2 x 2 um?® und wurde mit einem Stapel von 12 PML mit
einer Reflektivitit von 10™* abgeschlossen. Als optische Konstanten wurden die
Daten von Johnson und Christie [49] fiir Gold bzw. von Palik [163] fiir Glas und
Wasser verwendet. Aus einer TFSF-Quelle wurde linear polarisiertes Licht ein-
gespeist. Bei einem Spitzenabstand von 10nm konvergierten die Berechnungen
bei einer MS von 0.2nm im Bereich der Goldstrukturen, welche dann fiir alle

Berechnungen verwendet wurde.

2.3. Berechnung des Raman-Verstarkungsfaktors

Die Berechnung (bzw. der Vergleich) der Verstirkungsfaktoren F¢ aus den

SEers

FDTD-Ergebnissen (geméf Gl. 1.27) und F% aus den Messwerten ist nicht so
eindeutig, wie man intuitiv annehmen koénnte. Dies liegt an den stark inhomoge-
nen Feldverteilung um die plasmonischen Partikel, welche es schwer machen, die
Zahl der an der SERS-Messung beteiligten Molekiile eindeutig zu bestimmen. Zur
Mlustration dieses Problems hilft folgendes Gedankenexperiment: Man stelle sich
vor, es befinde sich (etwa durch geringe Konzentration) nur ein einzelnes Molekiil
im Bereich der Felderh6hungen einer plasmonischen Nanoantenne und weitere
10* Molekiile im gesamten, durch den Laserfokus begrenzten Messbereich. Eine
Verstirkung der Raman-Streuung des einzelnen Molekiils um 10* wiirde, auf alle
Molekiile im Messbereich normiert, einen mittleren Wert von Zwei ergeben. Dies
ist nun aber offensichtlich nicht der einzige, charakteristische Verstarkungsfaktor
dieser plasmonischen Struktur, da er von der Konzentration der Molekiile ab-
héngt (bei noch weniger Molekiilen im Messbereich wére er hoher). Kénnte man
beispielsweise gezielt nur ein einzelnes Molekiil in den gesamten Messbereich und
den plasmonischen Heifspunkt bringen (etwa durch spezifische Anbindung an ein
DNA-Origami), so wire das Messsignal halb so grofs, aber der Verstirkungsfak-
tor betriige 10%. Bei der Berechnung der SERS-Verstirkungsfaktoren in Kapi-
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tel 3 und 4 wurde sich daher eines Mittelwegs bedient, bei dem nur diejenigen
Bereiche beriicksichtigt werden, die sich in Bereichen oberhalb einer bestimm-
ten Felderhohung befinden. Die Ausdehnung dieser Bereiche wurde wiederum
mit den FDTD-Berechnungen ermittelt. Da die genaue Position und Anzahl der
Molekiile im Messbereich nicht bekannt war, wurde der Verstirkungsfaktor als
Mittelwert iiber den jeweiligen Bereich (F¢°) und unter Beriicksichtigung der

Molekiilkonzentration (F52%) berechnet. Diese Herangehensweise stellt also einen
Kompromiss dar, der zwischen Ensemble- und Einzelmolekiilmessung liegt und
gleichzeitig einen anschaulichen Eindruck vom Verstirkungseffekt der jeweiligen

plasmonischen Struktur vermitteln soll.

2.3.1. Berechnung des experimentellen Verstarkungsfaktor

Der Verstarkungsfaktor F°7 wurde durch Vergleich der Signalstirke bei einer
charakteristischen Raman-Linie der SERS-Messung mit der einer konventionellen
Bulk-Messung an den gleichen Molekiilen berechnet. Dazu werden die jeweiligen
Intensitaten des gewdhlten Peaks Ir, auf die zugehorigen Parameter Messdau-
er t,, Anregungsleistung nach dem Objektiv P, und Anzahl der Molekiile N,

normiert (n = ,sers” bzw. b* fiir die SERS- bzw. die Bulk-Messung):

Frexp _ ]7',serstbeNb
sers ~ .
[r,btserspsersters

(2.2)

Die Anzahl der Molekiile N muss, wie im vorangehenden Abschnitt erliutert,
aus der Konzentration der Molekiile und der Grofe (und ggf. der Anzahl) der

plasmonischen Heifpunkte abgeschatzt werden.

2.4. Proben
2.4.1. Plasmonische Nanopartikel-Dimere mit
DNA-Origami

Die Synthese der DNA-Origami-Strukturen sowie deren TEM-Untersuchung er-
folgte durch Robert Schreiber und Eva-Maria Roller aus der Gruppe von Tim

Liedl (Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen). Die in Abschnitt 3 verwen-
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dete Hybridstruktur bestand aus zwei 40 nm groften sphérischen Goldpartikeln,
die an die gegeniiberliegenden Seiten eines DNA-Origami-Blocks gebunden wa-
ren. Das DNA-Geriist bestand aus einem Stiitzstrang mit einer Linge von 8064
Nukleotiden (nt), der von 200 kurzen Stridngen mit einer Linge von je ~ 40 nt
in seine Form gebracht wurde. Im trockenen Zustand hatte der Block damit die
Mafe 58 x 30 x 6 nm. Die Anbindung der Goldpartikel erfolgte iiber ihre Ober-
flachenfunktionalisierung mit 15 nt langen Einzelstridngen, deren eines Ende mit
einer Thiolgruppe versehen war. Eine ausfiihrliche Darstellung des verwendeten

Designs finden sich in der Supporting Information von [164].

2.4.2. Goldnanodreiecke mit Kolloidlithografie

Kolloidlithografie (KL) ist eine Bottom- Up-Herstellungsmethode, bei der eine he-
xagonal-kristallin geordnete Schicht aus Polystyrol- oder Silikakolloiden als Be-
dampfungsmaske verwendet wird. Die resultierenden Nanostrukturen weisen ei-
ne charakteristische gitterférmige Anordnung auf, deren Symmetrieeigenschaften
von der Kolloidmaske bestimmt werden. Eine wesentliche Stirke der Methode ist,
dass mit ihr mehrere Substrate parallel bearbeitet und so in einem Durchgang
viele Nanostrukturen auf einer gréferen Fliche erzeugt werden kénnen.

Die grundlegende Methode wurde von Fischer und Zingsheim [78] und von
Hulteen und van Duyne [77] entwickelt und seitdem von zahlreichen Gruppen
zur Herstellung von Feldern aus plasmonischen Nanopartikeln verwendet [165—
168]. Dabei wird die Kolloidmaske verwendet, um beim Aufdampfen von geeig-
neten Materialien gitterférmige Anordnungen von Nanopartikeln zu erzeugen.
Die grundlegendste Form ist die eines dreieckigen Prismas, oder ,Dreiecks”, aus
dem aufgedampften Material. Durch die Grofe der Kolloide wird die Seitenlénge,
mit der Menge des aufgedampften Materials die Dicke der resultierenden Drei-
ecke bestimmt. Im Falle von plasmonischen Partikeln bestimmen diese beiden
Parameter zusammen mit dem Material die Energie der zugehorigen LOPR [73].
Fiir die Herstellung von Golddreiecke mit Dipolresonanzen im optischen Bereich
benotigt man Polystyrol-Kolloide mit einem Durchmesser von unter 600 nm (s.
Abschnitt 1.1.4). Eine Weiterentwicklung, welche die Kontrolle der Absténde zwi-
schen den hergestellten plasmonischen Nanopartikeln erlaubt [138], fand Anwen-

dung bei der Probenherstellung fiir Kapitel 4 und 5.
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Obwohl das Grundprinzip der Herstellung einer Kolloidmonolage recht einfach
ist, erfordert es viel Ubung, um eine méoglichst defektfreie Fliche zu erzeugen.
Besonders bei kleinen Partikelgrofen <500 nm ist eine prazise Kalibrierung der
Parameter und gegebenenfalls eine Anpassung der einzelnen Herstellungsschritte
notig, um die Anzahl an auftretenden Gitterdefekten zu minimieren. Wird die
Technik bis zur Perfektion entwickelt, sind mit ihr beeindruckende Ergebnisse
moglich [169].

In Kiirze beschrieben wird bei der verwendeten Methode eine Monolage aus
Polystyrol-Kolloiden auf einer Wasseroberfliche erzeugt. Diese wird dann auf ein
Glasssubstrat iibertragen und in einem Plasmaofen geédtzt. Beim anschlieffenden
Bedampfen der Substrate mit Gold fungieren die Kolloide als Schattenmaske,
durch deren Aussparungen Gold auf die Substratoberfliche gelangt und dort drei-
eckige Prismen formt. Nach dem Entfernen der Polystyrol-Kolloide bleiben die
gitterformig angeordneten Nanoprismen aus Gold auf dem Substrat zuriick. Das
genaue Vorgehen wird nun in vier Schritten beschrieben: Reinigung und Herstel-
lung der Kolloidsuspension, Herstellung der Kolloidmaske und Beschichtung der
Substrate, Plasmaétzen der Kolloidmaske, schlieflich Aufdampfen und Entfernen
der Maske.

Reinigung und Herstellung der Kolloidsuspension. Die Sauberkeit der
Substrate und der verwendeten Glasbehilter ist von grofiter Wichtigkeit fiir den
Erfolg der Methode. Um jegliche eventuelle Fettreste zu entfernen, wurden die
Substrate 10 min im Ultraschallbad in 2 %-iger Hellmanexlosung gereinigt, dann
mit ausgiebig gespiilt und nochmals 10 min im Ultraschallbad in Wasser gereinigt.
Die Substrate blieben anschlieffend bis zur Verwendung unter Wasser. Die ver-
wendeten Petrischalen wurden ebenfalls mit 2 %-iger Hellmanexlosung gereinigt,

ausgiebig gespiilt und anschliefsend mit Wasser befiillt.

600 pL. Stammsuspension der Polystyrol-Kolloide (Gewichtsanteil 5 %) wurden
16 min bei 14 000 min~! zentrifugiert. Nach Abziehen des Losungsmittels wurden
die Kolloide in 180 pL. Ethanol mit 3.75uL einer 2 %-igen Hexylaminlosung in
Ethanol resuspendiert. Das Hexylamin verhindert durch elektrostatische Stabili-
sation das Zusammenkleben der Partikel. Die so hergestellte Suspension wurde in
einem mit Parafilm verschlossenen Eppendorf-Tube 40 min in ein Ultraschallbad

mit Eiswasser gestellt, um eine Separation der Kolloide zu erzielen.

49



Kapitel 2. Methoden und Probenherstellung

Herstellung der Kolloidmaske und Beschichtung der Substrate. Die
Substrate wurden in eine mit Milli-Q-Wasser gefiillte Petrischale mit einem Durch-
messer von 12cm gelegt. Dann wurde die im letzten Schritt hergestellte Kollo-
idsuspension mit einer Spritzenpumpe sehr vorsichtig auf die Wasseroberflache
aufgebracht. Die Spritze war dabei so positioniert, dass der Kaniilenausgang di-
rekt an der Wasseroberfliche lag, und die Kaniile war so gebogen, dass die Schrige
der Spitze parallel zur Wasseroberfliche verlief. Auf der Wasseroberflidche bildete
sich ein schimmernder Film aus Kolloiden. Als diese 90 % der Wasseroberflédche
bedeckte, wurde das Auftragen gestoppt. Mit Hilfe von 500 —fach verdiinntem
Triton X-100, welches vorsichtig am Rand der Petrischale mit einer Nadel hinzu-
gefiigt wurde, wurde die Kolloidmonolage lateral zusammengedriickt und in der
Mitte der Schale positioniert. Anschliefsend wurde das Wasser iiber 60 min abge-
zogen, bis sich die Kolloidmonolage auf den Substraten absetzte. Die Petrischale

wurde abgedeckt und 24 h unter Raumbedingungen trocknen gelassen.

Plasmaitzen der Kolloidmaske. Die Substrate wurden auf einem planen
Stahlblech in einen Plasmaofen Femto (Diener Electronic), der mit einer Elek-
trode fiir reaktive lonen ausgestattet war, gelegt. Die Sauerstoffzufuhr wurde auf

8Lh~! eingestellt und die Atzzeiten betrugen zwischen 20s und 50s.

Aufdampfen und Entfernen der Maske. Im letzten Schritt wurden 30 nm
Gold bei einer Rate von 0.1 nms~! unter einem Druck von 2 x 10~% mbar in einer
thermischen Aufdampfanlage Edwards Auto 306 Turbo von Edwards (Deutsch-
land) auf die Substrate aufgetragen. Danach wurde die Kolloidmaske mithilfe

eines Tesafilms abgezogen.

Materialien. Jegliches verwendetes Wasser wurde mit einem Milli-Q-System
(EMD Millipore, USA) gereinigt. Die Substrate aus Borosilikatglas, iiblicherweise
mit einer Groke von 22 x 22 mm? und eine Stiirke von 0.18 mm, waren von Menzel
(Deutschland). Polystyrol-Kolloide wurden von Microparticles GmBH (Deutsch-
land) bezogen. Ethanol, Triton X-100 und 2% Hexylamin waren von Sigma-
Aldrich (Deutschland). 1 ml Omnifix Spritzen und 27 G Spritzennadeln wurden
von B. Braun Melsungen AG (Deutschland) gekauft.
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2.4.3. Substratgebundene zweilagige Lipidmembranen

Oberflachengebundene zweilagige Lipidmembranen (SLB, supported lipid bilayer,
s. auch Abschnitt 1.4) wurden durch die Fusion kleiner unilamellarer Vesikel
(SUVs, Small unilamellar vesicle) auf der Oberfldche eines Glassubstrats erzeugt
(Smack-and-Smear-Methode). Die Synthese der SUVs erfolgte nach einem Pro-
tokoll aus [170]. Dabei wurden die gewiinschten Lipide zunéchst in 2mL Chlo-
roform in einem mit Chloroform gereinigten, mit Alufolie eingeschlagenen Rund-
kolben (Glas, Volumen 25ml) gemischt; die entstandene Losung wurde mit einem
Rotovap 15min bei 40 °C und anschlieffend 30 min unter einem Stickstoffstrom
getrocknet. Nun wurde 1 mLL Wasser in den Rundkolben gegeben und durch kraf-
tiges Schwenken und Schiitteln die Resuspension der Lipide sichergestellt. Zur
Zerkleinerung der entstandenen Vesikel wurde eine Ultraschalltauchsonde (So-
nicator) verwendet. Zur Reinigung wurde die Spitze mit Isopropanol (IPA) ge-
spiilt, ein TPA /Wasser-Gemisch im Becherglas 1 min beschallt, die Spitze wieder
mit reichlich Wasser gespiilt, reines Wasser im Becherglas 1 min beschallt und
schlieflich die Spitze noch einmal mit Wasser abgespiilt. Die Vesikellosung wurde
in ein 1 ml Eppendorf-Tube gegeben und in einem Wasser/Eisbad wéhrend der
Beschallung gekiihlt. Die Beschallung erfolgte in zwei Einheiten zu je 30s mit
einer Zwischenpause von 10s. Das Ergebnis war eine klare Losung von SUVs mit
einer Groke um 100 nm.

Materialien. DOPC (1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine) und Lissa-
min Rhodamin B (L-RhB, ,18:1 Liss Rhod PE“, 1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phos-
phoethanolamin-N-(Lissamin Rhodamin B Sulfonyl)) wurde von Avanti Polar Li-
pids (USA) gekauft. Ethanol und Chloroform kamen von Sigma-Aldrich (Deutsch-
land). Wasser wurde mit einem Milli-Q-System (EMD Millipore, USA) gereinigt.

2.4.4. Mit aufwartskonvertierenden Nanokristallen
dekorierte Gold-Nanontennen-Felder

Aufwirtskonvertierende Nanopartikel wurden von Emory Chan im Rahmen ei-

ner Kooperation mit James Schucks am Lawrence Berkeley National Lab zur

Verfiigung gestellt. Die Herstellung Substrate mit gitterférmigen Anordnungen

von Gold-Nanodreiecken erfolgte unter Verwendung des unter 2.4.2 beschriebe-
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nen Protokolls, wobei die Deiecksabstdnde und -gréfsen mit der in Abschnitt 4.2
genannten Methode modifiziert wurden. Anschliefend wurden die in Hexan sus-
pendierten aufwartskonvertierenden Nanokristalle durch Rotationsbeschichtung
auf die plasmonischen Antennen aufgetragen. Dazu wurde ein Tropfen der Lo-
sung (=~ 201L) bei 200min~! auf dem 22 x 22 mm? groken Substrat mit den
Golddreiecken eine Sekunde lang verteilt und anschliefend fiinf Sekunden lang
bei 2000 min~! getrocknet.

Materialien. Die aufwirtskonvertierenden Nanopartikel mit einem Durchmes-
ser von 14 nm bestanden aus S-NaYF,, das mit 2 % Erbium und 20 % Ytterbium
dotiert war. Hexan kam von Sigma-Aldrich (USA). Wasser wurde mit einem Mil-
1i-Q-System (EMD Millipore, USA) gereinigt.

52



3. DNA-Origami-Nanoantennen
fur oberflachenverstarkte

Raman-Spektroskopie

Die jiingsten Entwicklungen im Bereich der Herstellungsmethoden, die auf Hybri-
disierung und Faltung langer DNA-Stringe basieren, erdffnen neue Mdglichkeiten
fir die Synthese von dreidimensionalen Nanostrukturen [111-113]. Uber funktio-
nale Gruppen kinnen metallische Nanopartikel an ein DNA-Geriist angebunden
und so nanometergenau positioniert werden [115-118, 120, 171]. Dies ermdg-
licht die Herstellung verschiedener plasmonischer Hybridstrukturen, von einfa-
chen AuNP-Dimeren bis hin zu Anordnungen mit optischer Chiralitit [121, 123].
Dabei ist die Realisierung sehr geringer Abstinde der AulNP méglich, was zur
Entstehung plasmonischer Heiffpunkte in ihrem Zwischenraum fihrt. Ein DNA-
Origami-Geriist kann zudem dazu verwendet werden, bestimmte Molekiile in die-
sen plasmonischen Heiffpunkten zu positionieren. Dies wurde in kiirzlich erschie-
nenen Publikationen fiir die Fluoreszenzverstirkung im Heiffpunkt angebundener
Molekiile genutzt [126, 172]. In diesem Kapitel geht es um den ndchsten Schritt,
der Nutzung von DNA-Origami-verbundenen AulNP zur Oberflichenverstirkung

der Ramanstreuung.
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Kapitel 3. DNA-Origami-Nanoantennen fiir SERS

3.1. Plasmonische Dimerantennen mit
DNA-Origami

In Abschnitt 1.1.3 wurde gezeigt, dass das elektromagnetische Feld im Bereich
zwischen zwei plasmonisch gekoppelten Nanopartikeln bei resonanter Anregung
extrem verstirkt wird. Die Felderhdhungen in diesem plasmonischen Heifspunkt
lassen sich dann zur Verstirkung von Fluoreszenz oder Raman-Streuung nut-
zen. Der Abstand zwischen den plasmonischen Nanopartikeln, typischerweise im
Bereich einiger Nanometer, muss iiber den Zeitraum der gesamten Messung sta-
bil bleiben und Oxidation, thermischem Stress oder Streukriften widerstehen.
Fiir eine gute Vergleichbarkeit verschiedener Messungen ist zudem eine mdéglichst
groke Homogenitit der Probe beziiglich der Partikelabstinde wiinschenswert.
Eine wichtige Voraussetzung fiir SERS ist die Positionierung der zu detektie-
renden Molekiile im plasmonischen Heifipunkt zwischen den Nanopartikeln. Im
Folgenden wird eine Strategie gezeigt, mit der sich diese experimentelle Heraus-
forderung durch die Verwendung von mit DNA-Origami verbundenen AuNP-
Dimeren bewéltigen ldsst (s. Abschnitt 1.3). Dabei wird die DNA-Struktur zur

Positionierung von Molekiilen im Bereich zwischen den AuNP genutzt.

3.1.1. Struktureigenschaften

Bei dem untersuchten System handelte es sich um eine Hybridstruktur aus zwei
40 nm grofen Gold-Nanopartikeln (AuNP), die an den grofien Seiten eines diinnen
DNA-Origami-Blocks verankert waren (Abb. 3.1)'. Die AuNP waren mit thioli-
sierten DNA-Einzelstrangen funktionalisiert, iiber die sie im Zentrum der beiden
grofen Seiten des DNA-Geriists {iber komplementére Strange angebunden waren.
Das DNA-Geriist selbst bestand aus drei aufeinandergestapelten DNA-Schichten
und hatte in Losung eine Seitenlinge von 58x30nm? (s. Abschnitt 2.4.1). Der
Abstand zwischen den beiden AuNP wurde von der Dicke des Origami und ihrer

Oberflichenfunktionalisierung bestimmt. Das DNA-Geriist fiillte den Zwischen-

!Die Synthese der DNA-Origami-Strukturen sowie deren TEM-Untersuchung erfolgte durch
Robert Schreiber und Eva-Maria Roller aus der Gruppe von Tim Liedl (Ludwig-Maximi-
lians-Universitédt Miinchen).
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Abbildung 3.1. | Mit DNA-Origami hergestellte AuNP-Dimere. (a) Schema des
AuNP-Dimers, das durch ein DNA-Origami-Geriist zusammengehalten wird. Bei re-
sonanter optischer Anregung entstehen grofse Feldverstirkungen in der Liicke zwischen
den beiden Nanopartikeln, die sich fiir SERS nutzen lassen. (b) TEM-Aufnahmen zweier
Dimere. Die feine Korona um die Nanopartikel (besonders im unteren Bild) stammt von
DNA-Molekiilen, die zur Oberflichenfunktionaliserung der AuNP dienten. (c) Statisti-
sche Verteilung des AuNP-Abstandes aus 28 TEM-Messungen. Der Mittelwert betrigt
6.1(10) nm. Nach [164].

raum der AuNP aus und bot dort die Mdéglichkeit, Molekiile gezielt im Bereich
des plasmonischen Heifipunkts zu positionieren.

Bei der Synthese der Hybridstrukturen konnte eine sehr hohe Ausbeute von
bis zu 72 % an Dimeren erzielt werden, die durch Gel-Elektrophorese weitestge-
hend von Monomeren und groferen Clustern isoliert wurden. Abb. 3.1 b zeigt
hochauflésende TEM-Aufnahmen der fertigen Strukturen. Der mittlere Abstand
zwischen den AuNP betrug im getrockneten Zustand 6.1(10)nm (s. Abb. 3.1)
und war damit etwas kleiner als die Dicke des DNA-Origami-Blocks in wéssriger

Losung von 8nm [173].

3.1.2. Optische Charakterisierung der Hybridstrukturen

Um die plasmonischen Eigenschaften der einzelnen Hybridstrukturen zu untersu-
chen, wurden diese in ausreichender rdumlicher Separation auf ein Glassubstrat
aufgetragen. Dazu wurden 50 pLb der Partikel in Pufferlésung auf ein gereinigtes
Deckglas aufgebracht und dort 10 min ruhen gelassen, damit sich die Partikel
auf der Glasoberfliche des Substrats absetzen konnten. Anschliefend wurde die

Probe durch Rotation auf einem Spin-Coater getrocknet. Abb. 3.2 a zeigt eine
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Abbildung 3.2. | Untersuchung der optischen Eigenschaften einzelner Nanoanten-
nen auf einem Glassubstrat. (a) Dunkelfeldaufnahme (in Echtfarben) von einzelnen
Dimeren (i)-(iv) und einem Monomer (v). (b) REM-Aufnahmen halfen bei der Unter-
scheidung zwischen Di- und Monomeren nach Abschluss der optischen Messungen. (c)
Unpolarisierte Streuspektren der Dimere und des Monomers. Die Resonanzmaxima, der
Dimere liegen im Mittel bei 575.4nm, das des Monomers bei 565.5nm. (d) Vergleich
zwischen polarisierten und unpolarisierten Streuspektren eines Goldpartikeldimers (iv).
Das Streumaximum bei horizontaler bzw. vertikaler Polarisation (bzgl. der langen Di-
merachse) lag bei 572.9nm bzw. 562.2nm. Nach [164].

Dunkelfeld-Aufnahme der Probenoberfliche in Echtfarben, auf der die zufillig
verteilten Nanoantennen zu sehen sind. Zwischen den verschiedenen Partikeln
sind zum Teil deutliche Farb- und Helligkeitsunterschiede zu sehen. Hochaufge-
16ste REM-Aufnahmen von diesen Positionen, die im Anschluss an die optische
Charakterisierung gemacht wurden, stellten sicher, dass es sich dabei um einzelne
Partikel handelt (Abb. 3.2 b) und ermdglichten die Unterscheidung der AuNP-
Dimere (Abb. 3.2, Position (i-iv)) von Monomeren (Position (v)).

Abb. 3.2 c zeigt die unpolarisierten Streulichtspektren der in Bildteil a gezeigten
Hybridstrukturen. Die Plasmonenresonanz der Dimerantennen ist im Vergleich
zum Monomer um mittlere 12(3) nm rotverschoben. Die Rotverschiebung zeigt
die Verringerung der Plasmonenenergie in Folge der plasmonischen Kopplung
zwischen den beiden AuNP der Dimere (s. Abschnitt 1.1.3). Hierbei spiegelt sich
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3.2. Oberflichenverstirkte Ramanspektroskopie an SYBR Gold

die Homogenitdt der Antennen in der relativ schmalen Verteilung der Resonanz-
peaks wider, deren Position vom Abstand zwischen den beiden AuNP abhéngt.
Der Effekt der plasmonischen Kopplung zeigt sich auch am Beispiel einer pola-
risationsabhéngigen Streulichtmessung 3.2 d: Bei einer Lichtpolarisation parallel
zur langen Dimerachse ist die plasmonische Wechselwirkung zwischen den AulNP
attraktiv, wodurch die Energie der zugehorigen ,longitudinalen LOPR abgesenkt
wird. Die zugehorige Resonanz ist daher im Vergleich zur senkrechten Polarisati-
onsausrichtung um 10 nm rotverschoben. Werden beide Spektren addiert, ergibt

sich wieder die unpolarisierte Antwort.

3.2. Oberflachenverstirkte Ramanspektroskopie
an SYBR Gold

Als néchstes wurden die Hybridstrukturen hinsichtlich ihres Potentials fiir ober-
flachenverstarkte Raman-Spektroskopie untersucht. Als Raman-Marker diente
hierbei der Farbstoff SYBR Gold, welcher sich in den Doppelhelices des DNA-
Geriists einbindet. Ein Teil der SYBR Gold-Molekiile befand sich damit genau
im Bereich des plasmonischen Heifspunkts zwischen den beiden AuNP, der bei
resonanter Anregung des Dimers erzeugt wird. Bei der Inkubation des Farbstoffs
in die DNA-Origami-Antennen wurde die Farbstoffkonzentration so gewéhlt, dass
das Verhéltnis von Farbstoffmolekiilen zu Basenpaaren im Origami 1 : 20 betrug.
In einem Origami-Block befinden sich damit etwa 400 SYBR Gold-Molekiile.
Die Raman-Messungen wurden mit einer Anregungswellenlinge von 568 nm
durchgefiihrt, welche sehr nahe an der longitudinalen LOPR der Dimere liegt
(vgl. Abb. 3.2 ¢). Dies ist fiir die SERS-Messung wichtig, da bei resonanter Anre-
gung die maximale elektrische Feldverstarkung erzielt wird (s. Abschnitt 1.2.2.2).
In Abb. 3.3 b sind die SERS-Spektren dargestellt, die an den in Abb. 3.2 a
gezeigten Hybridstrukturen gemessen wurden. Um ein Ausbleichen der SYBR
Gold-Molekiile und die damit einhergehende chemische Verdnderung méglichst
zu vermeiden, fanden die Messungen bei einer Laserleistung von 23.5pW bzw.
einer Leistungsdichte von 2.4 kW cm ™2 auf der Probe statt. Bei dieser Anregungs-
leistung nahm die Intensitidt der SERS-Peaks von SYBR Gold pro Messung a 100's
um etwa 15% ab. Von den Messdaten wurde der spektral sehr breite SERS-Hin-
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Abbildung 3.3. | SERS-Messungen an einzelnen Origami-Dimerantennen. (a) Auf-
nahme einzelner Dimerantennen auf einem Glassubstrat im Dunkelfeldmikroskop. (b)
Unpolarisierte Raman-Spektren an den Nanoantennen ((i-iv): Dimere, (v): Monomer)
von in das DNA-Origami interkalierten Farbstoffmolekiilen (SYBR Gold), sowie von
einer hochkonzentrierten Losung des gleichen Farbstoffs (schwarze Kurve). Die Peaks
liegen bei: Ay, = 920cm™, Ay = 1250cm ™!, Ay = 1365cm ™!, A3 = 1490cm™!, Ay =
1550 cm ™!, Nach [164].

tergrund abgezogen, wodurch nur die Stokes-verschobenen Ramansignale iibrig
blieben (s. Abschnitt 2.1.2). Um eine Zuordnung der beobachteten Peaks zu er-
moglichen, wurden die SERS-Daten mit einer konventionellen Raman-Messung
an einer stark konzentrierten SYBR Gold Losung (10? x) verglichen. Die SERS-
Peaks bei A; — A, stimmten in Position und relativer Amplitude mit den Peaks
aus der Bulk-Messung {iberein und lieften sich damit klar dem Farbstoff zuordnen.
Bei der Messung an dem Monomer (v) war nur der Peak bei Ay mit deutlich ge-
ringerer Intensitit zu beobachten, was keine klare Zuordnung ermdoglichte. Der in
allen SERS-Messungen vertretene, relativ breite Peak bei A5 =920 cm™! tauchte
in der Bulk-Messung nicht auf, variierte zudem nur schwach zwischen den Mes-
sungen an verschiedenen Dimeren und war auch an Positionen zu messen, an
denen sich keine AuNP befanden. Der Vergleich mit Literaturdaten bestétigte
die sich daraus ergebende Vermutung, dass dieses Signal von Phosphat-Resten

aus der Pufferlosung stammt [174].
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3.2. Oberflichenverstirkte Ramanspektroskopie an SYBR Gold

Der SERS-Verstarkungsfaktor F&°P wurde durch Vergleich zwischen den SERS-
Messungen und der Bulk-Messung ermittelt. In seine Berechnung gehen die Peak-
Intensitdten einer Ramanlinie, die Anzahl der der zum Messsignal beitragenden
Molekiile, die Laserleistung und die Aufnahmedauer ein (s. Abschnitt 2.3.1). Die
Aufnahmedauer betrug bei allen Messungen 100 s und die Laserleistung nach dem
Objektiv 23.5 pW bei der SERS-Messung bzw. 198 tW bei der Bulk-Messung. Die
Anzahl der SYBR Gold-Molekiile im Laserfokus konnte im Fall der Bulk-Messung
aus der Konzentration der Losung (10 mg mL ™" [175]) und dem Volumen des La-
serspots berechnet werden und betrug 9 x 107. Bei der SERS-Messung ergab sich
die Anzahl der SYBR Gold-Molekiile im plasmonischen Heifpunkt aus dessen
Grofe sowie ihrer Verteilungsdichte. Die Grofe des plasmonischen Heifspunkts
wiederum wurde aus FDTD-Berechnungen der elektrischen Feldverteilung zwi-
schen den AuNP ermittelt (Abb. 3.4, s. auch Abschnitt 2.3). Da die SERS mit der
vierten Potenz des Feldverstirkungsfaktors skaliert, ist das Ergebnis der Berech-
nung als | E (we)|” | E (Wem)|” / (| Eo (wea)|* | Eo (wem)|2) dargestellt, wobei w,, die
Anregungswellenldnge, w,,, die Stokes-verschobene Wellenldnge des Signals und
| Eo| der Betrag des einfallenden Feldes in Abwesenheit der AuNP ist (Abb. 3.4).

Der néherungsweise zylinderformige plasmonische Heifpunkt (mit einer berech-

3-10° 2:10°
T _ T
T - g
= e
W w
2l
0

. 0
QO
X

Abbildung 3.4. | FDTD-Berechnungen von der SERS-Verstirkung im Bereich zwi-
schen zwei sphérischen AuNP (Durchmesser 40 nm, Abstand 6nm) bei einer Anre-
gungswellenlinge 570nm (Polarisation entlang der langen Dimerachse/ x-Richtung).
Die Verstirkung konzentriert sich auf einen 12 x 6 nm? grofen Bereich zwischen den
beiden Partikeln. (a) Seitenansicht des Zwischenraums, zentriert auf den Symmetrie-

mittelpunkt der Dimerstruktur. (b) Flidche senkrecht zur langen Dimerachse, ebenfalls
auf den Mittelpunkt zentriert.

29



Kapitel 3. DNA-Origami-Nanoantennen fiir SERS

neten SERS-Verstarkung oberhalb eines Viertels des Maximalwerts) hatte einen
Durchmesser von 12nm und erstreckte sich iiber die 6 nm grofte Liicke zwischen
den beiden AuNP. In diesem Bereich befanden sich durchschnittlich 25 SYBR
Gold-Molekiile, welche zu dem gemessenen Raman-Signal beitragen. Mit diesen
Werten ergab sich gemif Gl. 2.2 ein F&2 = 3.1 x 10° fiir den Raman-Peak bei
1365cm™ 1.

Aus der FDTD-Berechnung lief sich auch ein theoretischer Wert fiir den Ver-
stirkungsfaktor berechnen (s. Abschnitt 1.2.2.2). Uber den plasmonischen Heik-
punkts (Durchmesser 12nm) gemittelt ergab sich aus Abb. 3.4 b ein Wert von
Fiheo = 1.4 x 10°. Der etwas grokere Wert des experimentellen Verstirkungsfak-
tors lasst sich einerseits durch einen moglichen Beitrag der chemischen Verstér-
kung als auch durch den Signalbeitrag der Molekiile aufierhalb des plasmonischen
Heiflpunkts, der bei der Berechnung von F&P nicht beriicksichtigt wurde, erklé-
ren.

Um mogliche Auswirkungen geringer Schwankungen des AuNP-Abstands ab-
zuschéitzen, wurden die plasmonischen Heiffpunkte in Dimeren mit einen Parti-
kelabstand von 5nm und 7nm berechnet. Zwischen beiden Fillen verdnderte sich
Fieo ym Faktor Zwei. Diese Varianz war auch bei den experimentellen Daten zu
beobachten (Abb. 3.3 b) und stimmte damit mit den Erwartungen, die sich aus
den TEM-Messungen des AuNP-Abstands ergaben, iiberein.

Um zu iiberpriifen, ob auch das DNA-Geriist selbst mit SERS detektiert werden
kann, wurde eine Raman-Messung an Hybridstrukturen ohne SYBR Gold durch-
gefithrt. Mit den gleichen Parametern wie in der vorherigen Messung war kein
klares Signal zu beobachten. Erst bei bei einer vierfach gréferen Laserleistung
(bzw. einer Leistungsdichte von 9kW cm™2) lief sich ein deutliches Raman-Spek-
trum erkennen (Abb. 3.5). Bei dieser Messung waren grofere Peaks bei A; =
998 cm™!, Ay = 1087cm ™! und A3 = 1587cm™!, sowie schwiichere Signale bei
Ay =759cm™ !, Ay = 1028 cm™! und Ag = 1129 cm™! zu beobachten. Betrachtet
man diese Positionen in den SERS-Messungen genauer, so lésst sich nicht aus-
schliefen, dass die DNA-Peaks in den SERS-Spektren mit einer im Vergleich zu
SYBR Gold deutlich niedrigeren Intensitét vertreten sind.

Die beobachteten Peaks konnten den Thymin-Nukleotiden der DNA-Einzel-
stringe an den AuNP (A;, Ay, As) [176], der konjugierten Adenin-Bindungs-
sequenz am Origami-Block (A3) [177] und dem Phosphodioxy-Band des DNA-
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Intensitat (b. E.)

Abbildung 3.5 | SERS-Spektrum
an einer DNA-Origami-Dimeran-
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Blocks (A;) [176, 177] zugeordnet werden. Es ist nicht iiberraschend, dass das
Thymin-Signal das Raman-Spektrum dominierte, da Thymin-Molekiile zur Funk-
tionalisierung der AuNP verwendet wurden. Sie bedecken daher die gesamte
Oberflache der AuNP, wo die Felderhdhung und damit die Raman-Verstarkung
am groften ist. Man kann also auch ein Raman-Signal der DNA-Molekiile mes-
sen, was aber auf Grund des im Vergleich zu den fluoreszenten SYBR Gold-
Molekiilen wesentlich geringeren Raman-Streuquerschnitts eine deutlich héhere
Laserleistung erfordert [28, 178-180]. Dies ist im Hinblick auf die thermische Sta-
bilitat des DNA-Origamis bei Laserintensitdten im Mikrowatt-Bereich zwar kein
Problem [13, 181], kann sich aber bei Messungen an empfindlicheren Molekiilen
negativ auswirken. So war bei den Messungen in Abb. 3.4 schon bei der niedrigen
Laserleistungsdichte von 2.4kW cm™2 eine Abnahme der SERS-Peak-Intensit-
ten um ca. 15 % pro Messung zu beobachten. Da bei REM-Untersuchungen auch
nach mehrfachen Raman-Messungen am selben Dimer keine Hinweise auf eine
strukturelle Verdnderung des DNA-Gertists zu finden war, ist die Signalabnahme
bei sukzessiven Messungen der Beschddigung der SYBR Gold-Molekiile durch die

hohen Intensitdten im plasmonischen Heiffpunkt zuzuweisen.

Der Verwendung von DNA-Origami-Nanoantennen fiir SERS wurde zur Zeit
der Verdffentlichung dieser Ergebnisse [164] ein grofes Interesse zuteil. Paral-
lel wurde von SERS-Messungen an &hnlichen Systemen berichtet [182, 183]. Die
in diesen Publikationen untersuchten Strukturen unterschieden sich vor allem in
der Position der DNA-Struktur, welches den Bereich zwischen den Partikeln nicht
oder nur teilweise ausfiillte. Dadurch wurden zwar teilweise noch geringere Parti-
kelabsténde erzielt, allerdings auf die Positionierung der .externen“ detektierten
Molekiile mit Hilfe des DNA-Geriists verzichtet.
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3.2.1. Polarisationsabhangigkeit des SERS-Signals

Wie sich schon in der Untersuchung der optischen Eigenschaften der AuNP-Di-
mere zeigte, ist die Anregung ihrer LOPR polarisationsabhéngig. Dies betrifft
auch die elektrische Felderh6hung zwischen den AuNP und damit die erzielte
SERS-Verstiarkung. Zur Untersuchung dieser Polarisationseffekte wurde die Po-
larisationsrichtung des Lasers im Vergleich zur (aus den Streulichtmessungen be-
kannten) Ausrichtung der Dimere variiert und bei jeder Messung die Intensitét

der Stokes-verschobenen Ramanlinie bei Ay = 1365cm ™! ausgewertet.
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Abbildung 3.6. | Polarisationsabhangigkeit des SERS-Signals. (a) SERS-Spektren bei
paralleler und senkrechter Polarisation des Lasers im Bezug auf die lange Dimerachse.
(b) Intensitit des SERS-Peaks bei 1365 cm ™! fiir verschiedene Polarisationen der Dimer-
Antennen, die in den REM-Bildern rechts zu sehen sind. (c)-(e) Die Messdaten der
Antennen mit Fits gemif des E*-Modells. Die Integrationszeit betrug bei allen Raman-
Messungen 100s. Nach [164].
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Ein Beispiel der dabei beobachteten Extremfille ist in Abb. 3.6 a dargestellt:
Bei paralleler Ausrichtung von Laserpolarisation und langer Dimerachse (o = 0°)
war das Signal maximal, bei senkrechter Ausrichtung (o = 90°) wurde das Mi-
nimum erreicht. Dieses Ergebnis entspricht der Erwartung, dass die elektrische
Felderh6hung und mit ihr die Ramanverstirkung zwischen den AuNP bei paral-

leler Ausrichtung zur Anregungspolarisaton maximal wird [184].

Bei einer Verdnderung des Winkels o zwischen langer Dimerachse und Polari-
sationsrichtung des Lasers in kleineren Schritten zeigt sich ein komplexeres Bild
(Abb. 3.6 b). Zwar variierte der Maximalwert bei a = 0° nur leicht zwischen
den verschiedenen Dimeren, allerdings unterschied sich der polarisationsabhingi-
ge Verlauf der Werte betrachtlich.

Vergleichbare Ergebnisse, die an einem anders aufgebauten Dimersystem ge-
messen wurden, werden in [184] als Effekt unterschiedlich starker Felderhdhung in
Abhéangigkeit von der Anregungspolarisation interpretiert. Um die unterschied-
lichen Verldufe an den verschiedenen Dimeren zu erkldren, ist im Rahmen des
E*-Modells auch die Ausrichtung des Dipolmoments der beteiligten Raman-Uber-
génge zu beriicksichtigen [185]. Demnach lisst sich die Abhangigkeit der SERS-
Intensitat bei plasmonischen Antennen mit klarer Vorzugsrichtung von der Pola-

risationsrichtung o durch
Liers o Il cos*(a) + I cos?(a) sin®(a) (3.1)

ausdriicken. Die Amplituden I+ und I!l hingen von der Orientierung des Dipol-
moments des entsprechenden Raman-Ubergangs zur Vorzugsrichtung (in diesem
Fall zur langen Dimerachse) ab und kénnen als Fitparameter berechnet werden.
Der Fit an die Messdaten (s. Abb. 3.6 c-e) erfolgte mit dem Ansatz

Liers = I cos* (o + ag) + It cos?(a + ) sin®(a + o) + C, (3.2)

wobei der Fitparameter 0° < ay <5° die durch die Schrittweite von o verur-
sachte Messungenauigkeit abfingt, und C' der Signalbeitrag der Molekiile ist, die
sich nicht im plasmonischen Hotspot befinden. Aus dem Ergebnis fiir /* und
Il Jassen sich im Rahmen dieses Interpretationsmodells Informationen iiber die

Orientierung der Raman-aktiven Molekiile zwischen den beiden AuNP gewin-
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nen. Demnach war in Abb. 3.6 ¢ die Mehrzahl entlang der langen Dimerachse
ausgerichtet (I!l/I+ = 8.6), wohingegen bei d und e die Orientierungen eher von-
einander abweichen (Il /I+ = 0.47 bzw. 0.64).

Ist I+ =0 und Il am groften, so ist das Dipolmoment des Raman-Ubergangs
genau parallel mit der langen Dimerachse ausgerichtet. In der Folge werden bei
a = 0 gleichzeitig die elektromagnetische Felderh6hung und der Raman-Streu-
querschnitt der Molekiile maximal, wodurch sich das groftmogliche SERS-Signal
erzielen lisst. Der andere Extremfall (Il = 0 und I+ maximal) tritt ein, wenn
das Dipolmoment des Raman-Ubergangs senkrecht zu der Dimerachse steht. Zwar
wird bei zur Antenne paralleler Laserpolarisation immer noch die héchste Felder-
héhung erzeugt, das SERS-Signal ist aber insgesamt kleiner. Tatsdchlich ist das
Signalmaximum bei o = 0° im Fall von Abb. 3.6 ¢, bei dem das Verhéltnis I1l/T+
am hochsten war, grofer als in den anderen beiden Fillen d und e. Um auf Grund
dieser Ergebnisse eine Aussage iiber die reale Orientierung der SYBR-Gold ma-
chen zu konnen, wire eine Analyse ihrer chemischen Struktur notwendig. Diese

ist aber leider Firmengeheimnis und nicht 6ffentlich zugénglich.

3.3. Schlussfolgerungen und Ausblick

Mit DNA-Origami hergestellte, plasmonisch gekoppelte AuNP-Dimere zeigten
sich als geeignetes System zur Verwendung fiir SERS. Ein wichtiger Faktor war
dabei der geringe Abstand von 6 nm zwischen den AuNP bei gleichzeitig hoher
Ergiebigkeit des Herstellungsprozesses. Streulichtmessungen an einzelnen Hybrid-
strukturen bestitigten die starke plasmonische Kopplung der Dimere. Das DNA-
Geriist erfiillte aufserdem die Funktion, bestimmte Molekiile im plasmonischen
Heifspunkt zwischen den plasmonischen Partikeln zu positionieren. Dies konnte
zur Verstarkung des Raman-Signals von SYBR Gold-Molekiilen genutzt werden,
welche sich im DNA-Geriist befanden. Die erzielte Verstiarkung des Raman-Si-
gnals war mit 3 x 10° hoch genug, um die Detektion der Molekiile an einzelnen
Dimeren zu erlauben und zeigte sich beim Vergleich verschiedener Partikel als
sehr homogen.

Das untersuchte System mit dreilagigem DNA-Block und 6 nm Abstand wies
gute Eigenschaften beziiglich Strukturstabilitdt, Homogenitit und SERS-Verstir-
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kung auf. Eine Moglichkeit zur Steigerung der SERS-Effektivitdt bestiinde in der
Verwendung eines diinneren DNA-Geriists auf Kosten der Strukturstabilitdt. An-
dere Designs, die auch bei geringerem Abstand ausreichende Stabilitdt und eine
hohe Ergiebigkeit bei der Herstellung versprechen, sind aber denkbar und Gegen-
stand weiterer Untersuchungen.

Der grofe Gestaltungsspielraum bei der Synthese von Hybridstrukturen mit
DNA-Origami bietet eine Vielzahl weiterer Moglichkeiten fiir SERS-Messungen
von Molekiilen. So sind beispielsweise DN A-Geriiste denkbar, die iiber eine Aus-
sparung im Bereich zwischen den AuNP verfiigen. Mit spezifischen Andockstellen
liefsen sich dort gezielt Molekiile im plasmonischen Heifpunkt positionieren, was
zur Detektion von Molekiilen in extrem geringer Konzentration genutzt werden
konnte. Eine weitere Moglichkeit besteht in der Anbindung von Molekiilen an
unterschiedlichen Positionen des plasmonischen Heiffpunkts, um dessen SERS-

Verstarkung nanometergenau zu kartieren.
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4. Oberflachenverstarkte
Raman-Spektroskopie an

Lipidmembranen

Biologische Membranen und thre einzelnen Bestandteile wie Lipide und Proteine
sind von elementarer Bedeutung fiir die Fahigkeit von Zellen, mit threr Umge-
bung zu kommunizieren und interagieren [132]. Das chemische und strukturel-
le Zusammenspiel verschiedener Molekiile ist ausschlaggebend fiir viele bioche-
mische Prozesse, die an der Zellmembran stattfinden [139]. Die experimentelle
Untersuchung von Membranen auf molekularer Ebene ist auf Grund ihrer dyna-
mischen Eigenschaften, Heterogenitit und geringen Dicke herausfordernd [133].
Dabei kommen vor allem fluoreszenzbasierte Methoden zum Einsatz, die zum Teil
die Detektion einzelner Molekiile erlauben [141-144]. Im Allgemeinen erhdlt man
mit diesen Methoden aber nur sehr begrenzte Informationen iber die chemische
Struktur der Membrankomponenten. Fir diesbeziigliche Messungen besser geeig-
net sind Methoden wie Raman- oder Infrarotspektroskopie, deren Messsignale von
molekularen Schwingungszustinden stammen [186]. Besonders Ramanspektrosko-
pie kann sehr gutl in wdssriger Losung und damit zur Untersuchung biologischer
Systeme eingesetzt werden [187, 188]. Fin limitierender Faktor der Methode be-
steht in den allgemein sehr geringen molekularen Raman-Streuquerschnitten, die
sich im Bereich von 107 bis 1073° cm™2 bewegen [26, 27]. Fir Messungen an
wenigen Molekilen, die in einem wenige Nanometer dicken System wie einer
Lipidmembran wverteilt sind, ist deshalb eine effektive Verstirkung des Raman-
Signals erforderlich. In diesem Kapitel wird gezeigt, wie in eine Lipidmembran
eingebettete, plasmonische Nanoantennen fiir SERS an Molekiilen in dieser Mem-

bran verwendet werden konnen.
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4.1. SERS an Lipidmembranen

Zweilagige Lipidmembranen stellen als dynamisches, quasi-zweidimensionales Sys-
tem besondere Anforderungen an die zu ihrer Untersuchung eingesetzten Metho-
den (s. Abschnitt 1.4). Fiir Raman-Messungen ist dies in Verbindung mit den
geringen Raman-Streuquerschnitten der meisten Molekiile eine besondere Her-
ausforderung [22, 145|. Eine Maoglichkeit der Signalverstirkung, beispielsweise
fiir die mikroskopische Untersuchung der Bestandteile einer substratgebundenen
Lipidmembran (SLB), besteht in der Nutzung von SERS. Die Eigenschaften ei-
ner SLB erfordern dabei ein spezielles Design der verwendeten Nanoantennen.
Zum Einen diirfen die Metallstrukturen die Diffusion der Molekiile nicht zu stark
einschrianken, um die grundlegenden Eigenschaft der SLB als dynamisches Sys-
tem zu erhalten. Zum Anderen miissen sich die plasmonischen Heif\punkte wegen
der geringen Dicke einer SLB (=~ 5nm [189]) direkt an der Substratoberfliche
befinden. Im Gegensatz zu der in Kapitel 3 verwendeten Methode, die auf die
(feste) Positionierung der zu detektierenden Molekiile zwischen zwei sphiirischen
AuNP abzielte, beruhte das hier untersuchte Konzept auf flachen Goldnanostruk-
turen, die sich in die Membran einbetten liefsen. Eine dafiir geeignete Geometrie

stellen die in ihrer Form an eine Anzugfliege erinnernden, sogenannten ,, Bow-

Abbildung 4.1. | Konzept fiir die SERS-Messung an Molekiilen in einer zweilagi-
gen Lipidmembran. (a) Zweilagige Lipidmembran mit einem geringen Anteil von zu
detektierenden Molekiilen. (b) Bow-Tie-Antenne aus zwei mit einer Spitze zueinander
ausgerichteten Goldnanodreiecken. (c¢) Substrat mit hexagonal angeordneten Bow-Tie-
Antennen, die in eine substratgebundene Lipidmembraneingebettet sind. Bei resonan-
ter Anregung mit Licht entstehen zwischen den Spitzen der Golddreiecke plasmonische
Heifpunkte, die fiir SERS genutzt werden kénnen. Nach [190].
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Tie“-Antennen (BTA) dar (s. Abschnitt 1.1.4). Sie bestehen aus zwei flachen,
dreieckigen Metallnanoprismen (,Dreiecken”), die mit einer Ecke aufeinander zei-
gen (Abb. 4.1 a). Mittels Kolloidlithografie (KL) lassen sich hexagonale Felder
solcher Anordnungen in einem parallelen Prozess auf grofflichigen Substraten
herstellen |77, 78]. Bei dieser Methode wird eine Maske aus Kolloiden verwendet,
um durch Aufdampfen des gewiinschten Materials gitterférmige Nanostrukturen
zu erzeugen (s. Abschnitt 2.4.2). Durch die dieser Technik immanente Anordnung

und Ausrichtung bilden die mit ihr hergestellten Dreiecke paarweise BTA.

In eine SLB eingebettet, stellen metallische Strukturen eine Diffusionsbarriere
fiir die Membranmolekiile dar [136, 137]. Auf einem Substrat mit Golddreiecken in
einer SLB wird daher die zweidimensionale Diffusion der Molekiile zwischen deren
Dreieckspitzen hindurchgeleitet [191]. Dabei konnen Barriereliicke mit einer Brei-
te von bis zu 10 nm passiert werden [192|. Die elektrischen Felderh6hungen, die
bei passender optischer Anregung in zwischen den Spitzen der Goldnanodreiecke
entstehen, sollten in der folgenden Untersuchung fiir SERS an Membranmolekii-

len eingesetzt werden (Abb. 4.1 ¢).

4.2. Gitter aus Goldnanodreiecken fiir SERS an

einer Lipidmembran

4.2.1. Herstellung unter Kontrolle des Spitzenabstandes

Fiir eine effektive Verstdrkung des Ramansignals mit SERS ist auf eine passende
Energie der LOPR sowie auf einen geringen Abstand zwischen den plasmonisch
gekoppelten AuNP zu achten (s. Abschnitt 1.2.2.2). Die LOPR metallischer Nan-
odreiecke hingt von ihrer Seitenldnge und Dicke ab (s. Abschnitt 1.1.4), welche
bei der Herstellung der mittels KL durch die Grofe der als Maske benutzten Kol-
loide bzw. die aufgedampfte Schichtdicke des Metalls variiert werden konnen. Um
den Spitzenabstand der Dreiecke gezielt verandern zu kénnen, war hingegen ein
zusitzlicher Prozessschritt vor dem Aufdampfen des Goldes notig, bei dem die
Maske aus Polystyrol-Kolloiden in einem Sauerstoffplasma geétzt wurde. Durch

den Atzprozess wird die Oberfliche der Kolloide abgetragen und dadurch die drei-
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Abbildung 4.2. | Kolloidlithografie fiir die Herstellung von Goldnanodreiecken mit
kontrolliertem Spitzenabstand. (a) Schematische Darstellung der Kolloidmaske vor und
nach dem Atzprozess mit Sauerstoffplasma. Die so behandelte Maske wird auf einem
Glassubstrat aufgebracht, das in einem weiteren Schritt mit Gold bedampft wird. (b)
REM-Aufnahme der Goldnanodreiecke nach Entfernung der Kolloidmaske. (c) Statis-
tische Verteilung des Spitzenabstands benachbarter Nanodreiecke in Abhéngigkeit von
der Dauer des Plasmaétzens. (d)-(f) REM-Aufnahmen resultierender Goldstrukturen
fiir verschiedene Atzzeiten. Nach [190].

eckigen Locher der Maske vergrofert, was eine Kontrolle des Abstands zwischen
den beim Aufdampfen erzeugten Golddreiecken erlaubt (Abb. 4.2 a).

Nach dem Aufdampfen einer 30 nm dicken Goldschicht wurden die Kolloid-
masken von den Substraten entfernt und die Proben mit einem REM untersucht.
Die Golddreiecke waren mit steigender Atzzeit grofer und wiesen einen deutlich
reduzierten Spitzenabstand auf (Abb. 4.2 b-e). Im Vergleich zur Herstellung oh-
ne Plasmaiitzen erhohte sich bei einer Atzzeit von 55s die mittlere Seitenlinge
der Golddreiecke von 67 nm auf 96 nm bei gleichzeitiger Verringerung des mittle-
ren Spitzenabstands von 63 nm auf 18 nm. Nach 55s langem Plasmaétzen lag der
Spitzenabstand bei 25 % der BTA zudem unter 15 nm. Ohne erkennbaren Zusam-

menhang mit der Atzdauer wurden auf allen Proben auch Bereiche beobachtet,
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Abbildung 4.3. | Optische Transmission von Goldnanodreieck-Ensembles auf einem
Glassubstrat fiir verschiedene Atzzeiten bzw. Spitzenabstéinde. Nach [190].

die entweder von einem geschlossenen Goldfilm bedeckt oder frei von jeglichen

Goldstrukturen waren.

Bei lingerem Atzen zeigte sich, an der Form der Golddreiecke deutlich er-
kennbar, die Bildung von kleinen ,Stegen zwischen den Polystyrol-Kolloiden
(Abb. 4.2 e). Diese entstehen, weil sich die relativ weichen Polystyrol-Kolloide in
der Monolage leicht verformen und dabei grofere Kontaktflichen bilden. Bei dem
Atzvorgang werden die Kolloide daher nicht sofort getrennt, sondern es wird zu-
nachst der Bereich um ihre Kontaktfliche abgetragen. Beim Bedampfen mit Gold
sorgen diese Verbindungen dafiir, dass die erzeugten Dreiecke selbst bei l&ngeren
Atzzeiten noch gréktenteils separiert bleiben [191]. So waren bei einer Atzzeit von
55s noch die Hélfte der Golddreiecke separiert (Abb. 4.2 e). Bei noch langerem
Atzen waren die Dreiecke dann groktenteils verbunden (Abb. 4.2 f). Die Ver-
bindungen zwischen den Dreiecken sind hinsichtlich ihres Verwendung fiir SERS
an einer SLB ungiinstig, da sie die Entstehung von elektrischen Felderh6hungen
deutlich mindern [193] und die Diffusion der Membranmolekiile behindern. Eine
Atzzeit von 555 stellte einen guten Kompromiss aus niedrigem Spitzenabstand

und geringem Auftreten von verbundenen Dreiecken dar.

Die Auswirkungen des Atzschrittes zeigten sich auch in den optischen Eigen-
schaften der Golddreieck- bzw. BTA-Felder (Abb. 4.3). Die Transmissionsminima
der Substrate mit mittleren Spitzenabstinden von 63nm bzw. 18 nm lagen bei

einer Wellenldnge von 704 nm bzw. 740 nm. Aufserdem war die Transmission im
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Falle der kleineren Spitzenabstinde bis 400 nm um etwa 30 %, ab 850 nm etwa
um 60 % abgesenkt.

Die beobachteten Transmissionsminima zeigen die (inhomogen verbreiterten)
LOPR der Nanoantennen-Ensembles, die sich in einer starken Absorption bzw.
Streuung des einfallenden Lichts dufern (s. Abschnitt 1.1.3). Die unterschiedli-
che Energie der LOPR zwischen den beiden Proben erklirt sich daher durch eine
Rotverschiebung in Folge der grofseren Kantenldngen und reduzierten Spitzenab-
stinden der mit Atzen hergestellten Golddreiecke. Auch die stirkere Ausprigung
des Transmissionsminimums ist auf eine Erhohung des Extinktionsquerschnitts
mit steigender Partikelgréfte und stiarkerer plasmonischer Kopplung zuriickzufiih-
ren. Die wellenlingenunabhéngig abgesenkte Transmission der gedtzten Probe ist
vermutlich Bereichen mit geschlossenem Goldfilm zuzuschreiben, die auf dieser
Probe héaufiger auftraten. Die zusétzliche Abnahme der Transmission oberhalb
von 800 nm hingegen lasst sich als eine Folge des vermehrten Auftretens grofserer
Strukturen erkldren, welche sich bei der Verbindung mehrerer Dreiecke bilden

und deren LOPR im Nahinfraroten liegen.

4.2.2. Berechnung der elektrischen Feldverteilung

Die elektrische Feldverstirkung, die bei der optischen Anregung der BTA zu
erwarten ist, wurden mit FDTD fiir verschiedene Spitzenabsténde berechnet (s.
Abschnitt 2.2). Die Dreiecke verfiigten iiber abgerundete Ecken mit einem Kriim-
mungsradius von 9nm, um die in den REM-Untersuchungen beobachtete, reale
Form der Nanostrukturen nachzubilden.

Abb. 4.4 a zeigt die Intensititsverteilung des elektrischen Feldes im Zentrum
einer BTA mit einem Spitzenabstand von 20 nm. Bei genauerer Betrachtung lésst
sich feststellen, dass das Intensitdtsmaximum 4.8 nm iiber der Substratoberfliche
und damit genau auf Hohe einer SLB (Dicke ~ 5 nm [189]) liegt. Dieses Maximum
wurde fiir verschiedene Spitzenabstinde ausgewertet (Abb. 4.4 b), wobei sich eine
starke Zunahme mit sinkendem Spitzenabstand feststellen liek. So erhohte sich
der Wert des Intensitdtsmaximums von 16.4 bei einem Spitzenabstand von 60 nm
auf 156 bei einem Spitzenabstand 20 nm. Durch eine Abschédtzung im Rahmen
des E*-Modells liek sich damit die durch den Atzprozess erzielte Verbesserung
auf einen ~ 10%-fach hoheren SERS-Verstirkungsfaktor beziffern.
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Abbildung 4.4. | FDTD-Berechnung der Intensitdtsverteilung des elektrischen Feldes
in Bow-Tie-Antennen aus zwei Goldnanodreiecken (Seitenléinge 95nm, Dicke 30 nm).
(a) Verteilung des elektrischen Feldes bei einem Spitzenabstand von 20 nm und einer
Wellenlange von 647 nm. (b) Abstandsabhangigkeit der maximalen Intensitdtserh6hung
des in (a) gezeigten Bereichs. Nach [190].

4.3. SERS an Molekiilen in einer

substratgebundenen Lipidmembran

Fiir die SERS-Messung wurde auf dem BTA-Substrat mit 18 nm Spitzenabstand
eine SLB erzeugt, die zu 99 mol % aus unmarkiertem DOPC und zu 1mol % aus
Rhodamin-B markierten Lipiden (L-RhB) bestand (s. Abschnitt 2.4.3).

Um sicherzustellen, dass sich auf dem Substrat eine intakte, fliissige Membran
gebildet hatte, wurde die Probe vor der SERS-Messung mittels FRAP (Fluo-
rescence Recovery after Photobleaching) untersucht (Abb. 4.5). Dabei wurden
die Farbstoffe in einem begrenzten Bereich der Membran ausgebleicht und dann
beobachtet, wie schnell sich die Intensitdt in diesem Bereich durch die Diffu-
sion der Membranmolekiile wiederherstellte. Aus den Messdaten ergab sich im
Bereich mit BTA ein Diffusionskoeffizient von 0.2pm?s~!, wohingegen in Be-
reichen ohne Goldstrukturen ein Wert von 2.72um?s~! gemessen wurde. Dieser
Unterschied ist vermutlich eine Auswirkung der relativ engen ,Kanéle“ zwischen
den Golddreiecken, die die Wahrscheinlichkeit einer mesoskopischen Diffusion der
Membranmolekiile reduziert [194].

Die SERS-Messung wurde mit einem konfokalen Mikroskop durchgefiihrt, bei

dem die Probenoberfliche durch automatisierte Bewegungen des Probentischs
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Abbildung 4.5. | FRAP-Messung an einer substratgebundenen Membran auf einem
Substrat mit gitterformig angeordneten Goldnanodreiecken. Nach [190].

abgerastert werden konnte (Abb. 4.6 a und Abschnitt 2.1.2). Zur Anregung diente
die 647 nm-Linie eines Argon/Krypton-Lasers, welche auferhalb der Absorption
von L-RhB liegt (Maximum bei 560 nm, Breite 20 nm (FWHM)). Bei den SERS-
Messungen lagen etwa 90 BTA im Laserfokus (Abb. 4.6 b).

Abb. 4.7 a zeigt ein optisches Hellfeld-Bild der Substratoberfliche mit zwei ver-
schiedenen Bereichen. Im linken Bildteil ist das BTA-Feld als rotliche Fléche zu
sehen, im rechten die reine Glasoberfiche. Die Auflésungsbegrenzung erlaubt es
nicht, einzelne Golddreiecke auszumachen. Beide Bereiche waren mit der schwach
fluoreszierenden SLB bedeckt. In Abb. 4.7 b sind SERS-Spektren von verschiede-
nen Punkten des in Abb. Bildteil (a) markierten Bereichs dargestellt, wobei der
SERS-Hintergrund bereits subtrahiert wurde (vgl. Abschnitt 2.1.2). Die Laser-

(a) Laser (b)

Detektor 1—‘
Ramansignal

Tauch-
objektiv
I

Wasser

Lipid-
membran

Laser

Abbildung 4.6. | Experimentelle Konfiguration der Raman-Messung. (a) Ein Tauch-
objektiv ermdglicht die Untersuchung an der fliissigen, substratgebundenen Membran.
(b) Im Laserfokus befanden sich ca. 90 Bow-T4ie-Antennen. Nach [190].
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leistung war bei dieser Messung mit Psprs = 80uW (nach dem Objektiv) sehr
niedrig gewéhlt, um ein Ausbleichen und die damit einhergehende chemische Ver-
anderung der L-RhB-Molekiile zu vermeiden. Bei unempfindlicheren Molekiilen
konnten aber hohere Anregungsleistungen verwendet werden, wodurch sich die
verwendete Integrationszeit von 5s noch weiter reduzieren liefe.

In Abb. 4.7 ¢ ist die SERS-Verstirkung F=? des L-RhB-Signals bei 1530 cm™
kartiert. Die Verstiarkung zeigte sich iiber den gesamten Bereich als sehr homogen.
Auf der reinen Glasoberfliche liefs sich auch bei Laserleistungen von bis zu 3mW
kein Raman-Signal messen, das Membranmolekiilen zugeordnet werden konnte.

Um die Zuordnung der Peaks zu erleichtern, wurde das in verschiedenen Berei-
chen des Substrats gemessene Raman-Signal iiber eine Fliche von 22.5x4.5um?
gemittelt (Abb. 4.8 a). Wihrend sich im Bereich des BTA-Feldes (I) ein klar
erkennbares Raman-Spektrum ergab, waren weder in den Daten von der reinen
Glasoberfliche noch von dem Goldfilm Raman-Peaks zu ermitteln. Fiir die Zu-

ordnung der SERS-Peaks in (I) wurden diese mit Messdaten von Vesikeln aus

(b)

1200 1400 1600
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Abbildung 4.7. | SERS-Rastermessungen der SLB iiber einen groferen Bereich des
Nanoantennenfeldes. (a) Hellfeld-Aufnahme der Substratoberfliche mit einem Bereich
gekoppelter Au-Nanoantennen (ergédnzendes Bild: REM-Aufnahme) auf der linken Seite
und reiner Glasoberfldche rechts. (b) Raman-Signale aus Punktmessungen aus dem mar-
kierten Bereich bei einer Integrationszeit von 5s. (¢) Rasterkarte mit SERS-Verstirkung
des markierten Bereichs. Nach [190].
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reinem L-RhB (IV) und von einem Tropfen aus DOPC-Molekiilen (V) verglichen
(unterer Teil Abb. 4.8). Ay, Ay, Ay und Ag aus (I) stimmten in ihrer relativen
Intensitét und Energie mit (IV) iiberein und konnten somit als charakteristische
L-RhB-Peaks identifiziert werden. Az fand sich nur im Spektrum von DOPCs
wieder. A5 und A; waren sowohl in (IV) als auch in (V) vertreten, wobei Aj in
Anbetracht seiner relativen SERS-Intensitét eher [.-RhB zuzuordnen war. Diese
Ergebnisse stehen in guter Ubereinstimmung mit Literaturdaten (s. Tabelle 4.1).

Die Intensitit des DOPC-Peaks A; war im SERS-Spektrum trotz der héheren
DOPC-Konzentration in der Membran verhaltnisméafig schwach ausgepragt, was
im Vergleich zu L-RhB auf einen um etwa Faktor 300 niedrigeren Raman-Streu-
querschnitt der DOPC-Molekiile schliefsen liefs. Dieser Unterschied ergab sich
auch bei einem Vergleich der (konventionellen) Raman-Signale von der L-RhB-Ve-
sikellosung (V) mit Ergebnissen, die von Messungen an ungefarbten Membranen
berichtet wurden [22].

Zur Berechnung des F&P gemaf Gl. 2.2 wurde das SERS-Signal mit dem
Messwert der Bulk-Messung verglichen. So betrug die Signalstirke bei den ge-
mittelten SERS-Messungen Ip sprs = 14.6 Zihler/s bei einer Laserleistung von
Psprs =80 nW. Die Anzahl der Molekiile, die zum SERS-Signal beitrugen, wurde
als Anteil der Membranmolekiile berechnet, die sich zwischen den Spitzen benach-
barter Goldnanodreiecke befanden. Die Flichendichte der L-RhB-Molekiile ergab
sich aus ihrer Konzentration in der Membran von 1% und der Dichte der DOPC-
Molekiile, welche aus der Fléche ihres ,,FuBabdrucks® von 0.72 nm? [200] berechnet
wurde. Die Fliche eines plasmonischen Heifspunkts zwischen zwei Goldnanodrei-

2

ecken wurde mit 180 nm~ abgeschétzt. In einem Bereich dieser Groke befanden

sich im Mittel zwei bis drei Molekiile. Da pro Messung wurden etwa 90 BTA im

Position ‘ Zuordnung ‘ Referenzen
A, =1200cm ' | L-RLB (Beugung C—H) [195, 196]

Ay =1280cm™! | L-RhB (Streckung C-C) [195, 196|

A3 =1300cm~! | DOPC (Verdrehung CH,) [197, 19§]

A, =1360cm™! | L-RhB (Streckung C=C) [195, 196]

As =1440cm ' | L-RhB/DOPC (Beugung CHy) | [195 198]

Ao =1530cm ' | L-RhB [195, 196|

A, =1650cm ' | L-RhB/DOPC (Streckung C—C) | [195, 196, 109]

Tabelle 4.1. | Zuordnung der Raman-Linien von L-RhB und DOPC.

76



4.3. SERS an Molekiilen in einer substratgebundenen Lipidmembran
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Abbildung 4.8. | SERS- und konventionelle Raman-Messungen an einer SLB mit
1% L-RhB (a) und konventionelle Bulkmessungen (b,c). (a) Raman-Spektrum der SLB
aus dem Bereich mit Nanoantennen (rote Kurve, SERS), mit zusammenhéngendem
Goldfilm (orange) und auf der reinen Glasoberflache (blau). (b) Raman-Spektrum einer
L-RhB-Vesikellssung (Konzentration 1 mgmL~!) bei einer Laserleistung von 2.1 mW.
(c) Raman-Spektrum reiner DOPC-Molekiile. Nach [190].

Laserfokus lagen (Abb. 4.6), trugen Nggprs = 240 L-RhB-Molekiile zum SERS-Si-
gnal bei. Die Intensitiit des Peaks bei 1530 cm ™! bei den Bulk-Messungen betrug
IR pu = 235 Zidhler/s bei einer Laserleistung von Psgprs =2.1mW. Die Anzahl
der beteiligten Molekiile wurde aus der mittleren Dichte der L-RhB-Molekiile in
der Vesikellssung und dem fokalen Laservolumen zu Ny, =2.5 X 10° berechnet.

Insgesamt ergab sich damit ein Wert von F¢2 = 1.9 - 10%.

Aus den FDTD-Berechnungen der Intensitétserhhung in der Mittelebene der
BTA (vgl. Abb. 4.4) lieR auch ein Mindestwert F¢° abschitzen. Bei der Berech-

SETS

nung der Intensitdten war die Stokes-Verschiebung von der Anregungswellenldnge
bei Ao, = 647nm um 1530 cm~! auf )., = 718 nm zu beriicksichtigen. Das Er-

gebnis
E 2|E 2
Flheo — | (A“)U Aem)| > =2.7-10* (4.1)
’EO ()‘ew)‘ |E0 ()‘em)|
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Kapitel 4. Oberflichenverstirkte Raman-Spektroskopie an Lipidmembranen

war etwas grofer als der Messwert. Ein mdoglicher Grund fiir diese Abweichung
ist, dass der Einfluss der Polarisation des Lasers bei der Berechnung von F&7
nicht beriicksichtigt wurde. Um diesen Abzuschétzen, wurde die Intensitatserho-
hung im Zentrum eines BTA fiir verschiedene Anregungspolarisationen berechnet
(Abb. 4.9). Dabei ergab sich eine kosinusférmige Abhéngigkeit der maximalen In-
tensititen vom Polarisationswinkel 8 beziiglich der langen BTA-Achse. Bei senk-
rechter Anregung (0 = 90°) fiel die Intensitét auf einen Wert ab, der dem Effekt
eines einzelnen Golddreiecks entsprach. Da die Golddreiecke in einem Fischer-
Muster angeordnet waren und darin iiber verschiedene Ausrichtungen verfiigen,
konnen bei einer Messung nie alle im Laserfokus befindlichen BTA gleichzeitig
ideal angeregt werden. Eine Mittelung iiber alle Ausrichtungen der BTA bei fester
Polarisationsrichtung ergab eine SERS-Verstirkung, die der Hélfte des Maximal-
wertes bei idealer Anregung (6§ =0°) entsprach. Die fiir unterschiedliche 6 berech-
neten Werte bewegten sich in einem Abweichungsrahmen von nur 10 %. Dabei
zeigte sich die schwache Abhéngigkeit von 6 als Folge der 60°-Rotationssymme-
trie des Fischer-Musters in Verbindung mit der kosinusférmigen Abhéngigkeit der
Intensitatsverstarkung. Die Feldverstarkungen in einem Fischer-Muster aus Gold-
nanodreiecken hingen also nur schwach von der Orientierung der Probe im Bezug
auf die Laserpolarisation ab. Im Hinblick auf F? konnen die Polarisationseffekte

SETS

damit einfach durch einen entsprechenden Korrekturfaktor beriicksichtigt werden.

Einen Weiteren ist der Anteil verbundener Dreiecke zu beriicksichtigen, der bei
der Probenherstellung zu beobachten war (Abb. 4.2). An die Stelle der elektri-

schen Felderh6hung zwischen den Spitzen tritt wegen der Verbindung ein Strom-

200 f o g
\. Polarisation :i 18 nm

% 100} e E . i
uf \ ' Abbildung 4.9 | FDTD-Berechnung der
- e Verstarkung des elektrischen Feldes zwi-
schen zwei Goldnanodreiecken mit einem
oL ) ) ) L~ Spitzenabstand von 17 nm fiir unterschiedli-
0 15 30 45 60 75 90 che Polarisationsrichtungen des einfallenden

Rel. Polarisationswinkel 6 (°) Lichts. Nach [190].
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4.4. Schlussfolgerungen und Ausblick

fluss [193]. Zudem bilden verbundene Dreiecke eine grokere Gesamtstruktur, deren
plasmonische Dipolresonanz folglich deutlich rotverschoben ist [64]. Die verbun-
denen BTA tragen also deutlich weniger zur SERS-Verstarkung bei. Da etwa die
Hilfte der BTA betroffen ist, ist der tatséchliche Verstarkungsfaktor der intakten
Antennen doppelt so grof wie zuvor berechnet.

Unter Berticksichtigung der Polarisationseffekte und Fehlerstellen in den BTA-
Feldern ist F*P, = 7.6 - 10* und liegt damit deutlich iiber der Abschitzung aus
den FDTD-Berechnungen. Diese ist allerdings in Anbetracht des ausgewerteten
Bereichs (Abb. 4.4) als eine untere Schranke des iiber den gesamten plasmoni-
schen Hotspot erzielten Wertes zu sehen, da die Felderh6hung in Richtung der
Goldoberflache an den Spitzen der Dreiecke noch weiter zunimmt. Der hohere
experimentelle Wert erklirt sich damit durch die zur Messung beitragenden Mo-
lekiile, die sich ndher an den Dreieckspitzen befinden.

Eine noch hohere Verstirkung konnte erzielt werden, indem die LOPR bes-
ser auf die SERS-Parameter abgestimmt wird. In den hier gezeigten Messungen
erfolgte die SERS-Anregung am blauen Rand der LOPR der Nanoantennen. Da-
durch wurde zwar nicht die maximal mdgliche Anregungsverstirkung erzielt, da-
fiir aber die Lage der Stokes-verschobenen Raman-Linien innerhalb der LOPR
garantiert (vgl. Abschnitt 1.1.3 und Abb. 1.8). Geméik einer Abschitzung aus
FDTD-Daten ist mit einer optimaler Konfiguration (durch Anpassung der An-

I und mit den hier

regungswellenliinge, fiir einen Raman-Ubergang bei 1550 cm ™
verwendeten BTA) eine Erh6hung der SERS-Verstarkung um etwa eine Grofen-

ordnung moglich.

4.4. Schlussfolgerungen und Ausblick

Das untersuchte System aus plasmonisch gekoppelten Goldnanodreiecken erlaub-
te die Detektion und Identifizierung von Molekiilen in einer fliissigen, zweilagigen
Lipidmembran. Ein dafiir wichtiger Faktor war die Reduktion der Abstinde zwi-
schen den Spitzen der Golddreiecke durch ein Herstellungsverfahren, bei dem eine
geitzte Kolloidmonolage als Bedampfungsmaske diente. Dies erlaubte die Rea-
lisierung von grofflichigen Golddreieck-Feldern mit einem Spitzenabstand von

unter 20 nm. Im Bereich zischen den Goldstrukturen konnte eine fliissige, sub-
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Kapitel 4. Oberflichenverstirkte Raman-Spektroskopie an Lipidmembranen

stratgebundene Lipidmembran gebildet werden, deren Molekiile durch das bei
optischer Anregung entstehende Netzwerk plasmonischer Heifspunkte diffundier-
ten. Die dabei erzielte SERS-Verstarkung erlaubte die Detektion von Molekiilen,
die nur 1 % der Membranbestandteile ausmachten. Anhand von Berechnungen der
elektrischen Feldverteilung an den Nanoantennen wurde auferdem gezeigt, dass
die Polarisation des Anregungslasers nur geringe Auswirkungen auf die SERS-
Verstarkung des Systems hat.

Mogliche Anwendungen dieser Methode liegen im Bereich der spektroskopi-
schen Untersuchung biologischer Membranen auf mikroskopischer Ebene. Mit der
substratgebundenen Lipidmembran bietet das verwendete System zudem eine ge-
eignete Oberfliche fiir Messungen an lebenden Zellen. Die Goldstrukturen wiirden
dabei sowohl zur Lenkung von Rezeptoren in der aufliegenden Zellmembran als
auch zur spektroskopischen Untersuchung der Wechselwirkung zwischen Zell- und
substratgebundener Lipidmembran dienen. Dabei liefen sich neben der Struktur
der Molekiile auch Informationen iiber ihre Konformation und ihre Wechselwir-

kung untereinander gewinnen.
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5. Oberflachenverstarkte
Photolumineszenz von
aufwartskonvertierenden

Nanopartikeln

Aufwirtskonvertierende Nanopartikel (UCNP, Upconverting nanoparticles) aus
Lanthanoid-dotierten Nanokristallen wandeln nahinfrarote Strahlung in Licht mit
optischer Wellenlange um [146, 201, 202]. Diese Eigenschaft macht sie zu ge-
etgneten Farbstoffen fiir Fluoreszenzmikroskopie in biologischen Proben, da thr
Signal nicht mit autofluoreszentem Hintergrund konkurriert [36-38]. UCNP sind
zudem sehr photostabil und zeigen kein An-Aus-Verhalten [203]. Fine Herange-
hensweise zur Verbesserung ihrer relativ niedrigen Effizienz [159] besteht in der
Verbindung der UCNP mit plasmonischer Strukturen [40, 41]. So wurde in ver-
schiedenen Untersuchungen gezeigt, dass sich die aufwdrtskonvertierte Lumines-
zenz an Metalloberflichen und Schichten aus plasmonischen Partikeln manipu-
lieren lasst [204, 205]. In diesem Kapitel werden Felder aus Goldnanodreiecken
dazu verwendet, aufwdirtskonvertierte Emissionslinien bestimmter UCNP gezielt

zu verstarken und so das Lumineszenzsspektrum der Partikel zu verformen.
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Kapitel 5. Oberflichenverstirkte PL von UCNP

5.1. Verstarkung der aufwartskonvertierten

Lumineszenz mit plasmonischen Antennen

Wird ein aufwirtskonvertierendes Nanopartikel (UCNP, Upconverting nanopar-
ticle) in das optische Nahfeld einer plasmonischen Nanoantenne gebracht, so ist
abhingig von deren LOPR eine Verdnderung der Absorption und Emission des
UCNP zu erwarten (s. Abschnitt 1.2). Die Stérke und Art des Effekts hingt so-
wohl von der Energie als auch von der Natur des beteiligten UCNP-Ubergangs
ab. So kann die elektrische Feldverstirkung, die bei der optischen Anregung ei-
ner Bow-Tie-Antenne (BTA) zwischen den Dreieckspitzen entsteht, abhéngig von
ihrer LOPR sowohl zur Verstirkung der Absorption als auch zur Erhohung der
spontanen Emissionsrate eines Ubergangs mit elektrischem Dipolmoment in ei-
nem entsprechend plazierten UCNP fiihren (Abb. 5.1 a).

Bei den hier untersuchten UCNP handelte es sich um hexagonale NaYF4-Na-
nokristalle mit einem Durchmesser von 14nm, die zu 2% mit Erbium- und zu
20 % mit Ytterbium-Tonen dotiert waren'. Der Ablauf des aufwirtskonvertieren-
den Prozesses in diesen UCNP ist in Abb. 5.1 b dargestellt. Die Anregung erfolgt
hauptsichlich iiber den ?F7/; — 2F5»-Ubergang der hochkonzentrierten Yb-lo-
nen bei 980 nm. Im angeregten Zustand konnen diese ihre Energie per Dipol-Di-
pol-Wechselwirkung auf die Erbium-Ionen iibertragen (Prozesse 2-4). Erfolgen
zwei solcher Prozesse in kurzer Abfolge, so wird das Erbium-Ion in den Zustand
*F7 /2 angeregt. Von dort aus fiihren verschiedene Kombinationen aus strahlenden
und nicht-strahlenden Ubergéingen in den Grundzustand zuriick. Am wichtigs-
ten fiir diese Untersuchung sind die beiden (,aufwértskonvertierten®) strahlenden
Ubergiinge (7) von 2Hyije — Lisse bzw. 4S50 — 1152 und *Fgjo — Iy5, mit
elektrischer Dipolcharakteristik, bei denen ein Photon mit 540 nm bzw. 660 nm
emittiert wird. Durch ihre Lage im optischen Bereich sind diese im Vergleich zu

den Stokes-verschobenen Emissionslinien im Infraroten sehr leicht zu detektieren.

'UCNP wurden von Emory Chan im Rahmen einer Kooperation mit James Schucks Gruppe
an der Molecular Foundry (Lawrence Berkeley National Lab, Kalifornien) zur Verfiigung
gestellt.
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5.2. Gitter aus Goldnanodreiecken mit aufwirtskonvertierenden Nanopartikeln
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Abbildung 5.1. | (a) Schema einer plasmonischen Bow-Tie- (links) bzw. ,Diabo-
lo“-Antenne (rechts) mit UCNP (nach [193]). (b) Jablonski-Schema eines mit Erbi-
um und Ytterbium dotierten NaYF*-Nanokristalls bei Anregung mit einer Wellenléinge

von 980 nm. Die Linienstéirke der Pfeile entspricht der logarithmischen Ubergangswahr-
scheinlichkeit (nach [148]).

5.2. Gitter aus Goldnanodreiecken mit

aufwartskonvertierenden Nanopartikeln

Die Herstellung von BTA-Feldern aus Gold erfolgte mit der bereits in Abschnitt 4.2
beschriebenen Methode. Das Atzen der Polystyrolkolloidmaske wurde hier dazu
genutzt, die LOPR sowie die plasmonische Kopplung der Nanoantennen gezielt zu
variieren. Zudem erlaubten die Grofflichigkeit und Dichte der Nanoantennen-Fel-

der ein einfaches Aufbringen der UCNP-Losung mittels Rotationsbeschichtung.

Abb. 5.2 zeigt REM-Aufnahmen der erzeugten BTA-Felder. Mit steigender Atz-
zeit vergroferte sich die Seitenléinge der Golddreiecke bei gleichzeitig sinkendem
Spitzenabstand (Abb. 5.2 a-d), bis immer mehr Golddreiecke an ihren Ecken ver-
bunden ( kurzgeschlossen“) waren (Abb. 5.2 d). Bei der lingsten Atzzeit bestand
die erzeugte Struktur aus hexagonal angeordneten Ldchern in einem ansonsten
durchgehend verbundenen Goldfilm (Abb. 5.2 €). Dies hatte Auswirkungen auf
die LOPR der BTA-Felder, welche sich im Transmissionsspektrum der Proben a
bis d als Minimum zwischen 600 und 700 nm zeigte (Abb. 5.2 f). Wéhrend die

Vergroferung der Dreiecke zusammen mit der Reduktion ihrer Spitzenabstdnde
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Kapitel 5. Oberflichenverstirkte PL von UCNP
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Abbildung 5.2. | (a)-(e) REM-Aufnahmen von gitterférmigen Anordnungen von 30 nm
dicken Au-Dreiecken auf einem Glassubstrat nach der Herstellung mit Kolloidlithogra-
fie. Die Kolloidmasken wurden vor dem Bedampfen mit Gold unterschiedlich lange mit
Sauerstoffplasma behandelt, wodurch die unterschiedlich grofen Dreiecke und Spitzen-
absténde entstehen. (f) Optische Transmission der Proben.

eine Rotverschiebung von 605 nm auf 672 nm bewirkte, war bei der Lochstruktur

im ausgewéhlten Spektralbereich keine LOPR mehr sichtbar.

In der Lochstruktur sind , Leerstellen“-Plasmonen zu erwarten, welche man sich
als LOP der inversen Struktur, d. h. eines hexagonalen Gitters aus zylinderférmi-
gen Scheiben vorstellen kann [206, 207|. Anstelle der elektrischen Felderh6hungen,
wie sie in einer Bow-Tie-Struktur auftreten, verursachen die Dipolschwingungen
in den Leerstellen Ringstrome durch die umgebene Metallstruktur auf, die an den
Engstellen magnetische Felderh6hungen verursachen [193, 208|. Auf Grund ihrer
Grofe sind die zugehorigen Dipolresonanzen jedoch vermutlich deutlich weiter in

den Infrarotbereich verschoben [207].

Fiir die Oberflaichenverstarkung der plasmonischen Partikel ist es wichtig, dass
sich die zu beeinflussenden Luminophore im Nahfeldbereich der Nanoantennen
befinden (s. Abschnitt 1.2.1). Nach dem Auftragen der UCNP-Suspension mit-
tels Rotationsbeschichtung wurden die Proben daher mit einem REM untersucht
(Abb. 5.3). Die 14nm grofien Nanokristalle lagerten sich mehrheitlich an den

Goldstrukturen, teilweise aber auch auf der Glasoberfliche ab. Stellenweise war
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5.3. Manipulation der aufwirtskonvertierten Emission

Abbildung 5.3. | REM-Aufnahmen der mit UCNP dekorierten Nanoantennen-Sub-
strate. Die mittleren Spitzenabsténde der BTA betragen: (a), (b) 60 nm; (c), (d) 32 nm;
(e), (b) 15 nm.

eine Akkumulation der UCNP, vorzugsweise an den Randern der Nanoantennen,
zu beobachten (Abb. 5.3 a). Fiir diese Untersuchung ist eine solche Clusterbil-
dung durchaus giinstig, da sich durch sie mehr UCNP in den plasmonischen Heifs-
punkten der Nanoantennen befinden und somit von der Oberflichenverstarkung

starker beeinflusst sind.

5.3. Manipulation der aufwartskonvertierten

Emission

Die Untersuchung der Anti-Stokes-verschobenen PL auf den verschiedenen Pro-
ben erfolgte mit einem Mikroskopaufbau mit verschiedenen Detektoren (Abb. 5.4 a).
Neben einem Spektrometer gehoérten dazu zwei bildgebende Detektionsmoglich-
keiten, namlich eine CCD-Kamera fiir eine Durchlicht-Aufnahme (nicht darge-

stellt) und eine Lawinenphotodiode (APD, engl. avalanche photo-diod), mit der
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Kapitel 5. Oberflichenverstirkte PL von UCNP
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Abbildung 5.4. | Versuchsaufbau und Messschema fiir die Messung der aufwérts-
konvertierten Emission von UCNP auf einem Nanoantennen-Substrat. (a) Schema-
tischer Versuchsaufbau. (b) Raster-Lumineszenzaufnahme der Probenoberfliche. Die
grilne Markierung zeigt die ausgewéhlte Messposition. (¢) REM-Aufnahme der Pro-
benoberfliche. (d) Emissionsspektrum an der ausgewihlten Stelle. (e) Durch das Uber-
einanderlegen von Lumineszenzkarte und REM-Aufnahme konnten die plasmonischen
Nanoantennen an der Messposition genauer untersucht werden.

in Verbindung mit dem steuerbaren Raster-Probentisch eine Lumineszenzkar-
te der Probenoberfliche aufgenommen werden konnte. Mit einem dichroischen
Kurzpassfilter wurde dabei das aufwértskonvertierte Signal von dem Laserlicht
und anderen stokes-verschobenen Signalen getrennt. Eine Laserdiode diente zur
Anregung bei einer Wellenldnge von 980 nm, fiir die das in Abb. 5.1 gezeigte

Termschema gilt.

Abb. 5.4 b zeigt die aufwéartskonvertierte Lumineszenz eines mit UCNP de-
korierten BTA-Feldes mit einem mittleren Spitzenabstand von 60 nm. Anhand
dieser Karte liefs sich sowohl die Verteilung der UCNP als auch der Rand des
Nanoantennen-Feldes erkennen. Dessen Kontrast ldsst sich sowohl durch die im
vorigen Abschnitt beobachtete Tendenz der UCNP, sich an den Nanoantennen
anzulagern, als auch durch die Oberflaichenverstirkung der UCNP-Lumineszenz
erklaren. Anhand der Lumineszenzkarte wurden verschiedene Positionen ausge-
wahlt, an denen dann das aufwartskonvertierte PL-Spektrum aufgenommen wur-

de (Abb. 5.4 ¢). Da das optische Aufldsungsvermdgen nicht ausreichte, um ein-
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5.3. Manipulation der aufwirtskonvertierten Emission

zelne Nanoantennen zu erkennen, wurde der Messbereich anschlieffend mit einem
REM (Abb. 5.4 d, e) untersucht. Dadurch liefen sich Messergebnisse von Posi-
tionen ausschliefen, an denen sich grofere UCNP-Cluster oder eine Hiaufung von
Strukturfehlern des BTA-Feldes befanden. Die dazu nétige Orientierung wurde
durch eine Unterteilung der Nanoantennenfelder in 80 pm grofse Quadrate ermdg-
licht, die mit einem TEM-Netzchen bei der Bedampfung des Substrats erzeugt
worden waren. Die Positionsgenauigkeit war allerdings nicht ausreichend, um die
exakte Anzahl (und Position) der UCNP im Messbereich zu ermitteln.

Abb 5.5 a zeigt das im Bereich der BTA-Felder gemessene aufwirtskonver-
tierte Lumineszenzspektrum als Mittelwert von jeweils 10 Positionen. Um die
Auswirkungen der unterschiedlichen Anzahl von UCNP im Laserfokus zu elimi-
nieren, wurden alle Spektren auf ihren Maximalwert bei 540 nm normiert. Aus
den Ergebnissen liefsen sich daher nur Aussagen iiber die Verdnderung relativer
Intensitdtsunterschiede zwischen den detektierten Emissionslinien machen.

Generell verdnderten die BTA-Felder das Intensitatsverhaltnis

[ (A = 660nm)

¢= [ (A = 540nm)

(5.1)

zugunsten des Ubergangs bei 660nm, wobei eine Zunahme dieses Effekts mit
sinkendem Spitzenabstand d zu beobachten war. So stieg ¢ von 1.31 (Glas) iiber
1.50 (d =60nm) schlieklich auf 2.82 (d =15nm). Sobald die Nanoantennen zu
einem Lochgitter verbunden waren, sank ¢ auf den Wert der UCNP auf reiner
Glasoberfliche zuriick.

Die Veranderungen von ( durch die Nanoantennen kénnen sowohl durch Ver-
starkung der roten als auch durch Lumineszenzausloschung der griinen Linie ver-
ursacht werden. Vergleicht man das PL-Verhalten mit den Transmissionsspektren
der BTA-Felder (Abb. 5.5 c), ldsst sich jedoch ein deutlicher Zusammenhang zwi-
schen ¢ und der Lage der Plasmonenresonanz erkennen. Demnach wirkt sich die
Energie und Stiarke der LOPR der Nanoantennen auf die spontanen Emissions-
raten der UCNP aus (s. Abschnitt 1.2.1). Dabei haben die geometrischen Unter-
schiede der BTA-Felder einen doppelten Effekt: Erstens verschiebt sich die LOPR
mit steigender Seitenlinge der Dreiecke in Richtung des Ubergangs bei 660 nm.
Zweitens fiihrt die Verringerung des Spitzenabstands zu groferen elektrischen

Felderh6hungen zwischen den Dreiecken und damit zu einer héheren Emissions-
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Abbildung 5.5. | Einfluss der plasmonischen Antennen auf die aufwéartskonvertierte
Emission der UCNPs. (a) Aufwértskonvertiertes Lumineszenzsspektrum von UCNP auf
der reinen Glassoberfliche und im Bereich von BTA-Feldern mit verschiedenen Spitzen-
abstidnden d sowie einem Goldfilm mit hexagonal angeordneten Lochern. (b) Vergro-
kerter Bereich aus (a). Der Einsatz zeigt das Verhiltnis der Intensitédten bei 660 nm
und 540nm. (c¢) Optische Transmission der BTA-Felder. (d) Skizze zum Einfluss der
Nanoantennen auf die UCNPs.

rate der UCNP in diesem Bereich. Der Ubergang *Fg /2 — 4Fy5/2 bei 660 nm (vgl.
Abb. 5.1 b) profitiert von diesem Effekt mehr, da er besser mit der LOPR, iiber-
lappt (Abb. 5.5 d). Der Ubergang *S/2 — “Fy5/» bei 540 nm ist hingegen weniger
stark beeinflusst. Sind die Goldstrukturen schlieklich zu einem Lochgitter verbun-
den, so verschwindet die LOPR und damit auch ihr Effekt auf die Lumineszenz
der UCNP.

Diese Zusammenhénge weisen deutlich auf die Emissionsverstiarkung als Ur-
sache fiir die Verdnderung von 6 hin, schlieften aber nicht das Auftreten von
Lumineszenzausloschung aus. Quantitative Aussagen iiber die Stiarke der beiden

Effekte wiren aber durch eine Messung der Lebensdauer der jeweiligen Zustin-
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de, moglichst an einzelnen UCNP an spezifischen Positionen der Nanoantennen,

moglich und sind Gegenstand weiterer Untersuchungen.

5.4. Schlussfolgerungen und Ausblick

Es wurde gezeigt, dass plasmonischen Nanoantennen die selektive Emissionsver-
starkung der aufwértskonvertierten Lumineszenz von Er/Yb-dotierten Nanokris-
tallen ermoglichen. Das untersuchte System bestand aus Feldern plasmonisch
gekoppelter Goldnanodreiecken, die mit den Nanokristallen dekoriert waren. Der
Spitzenabstand zwischen den Dreiecken hatte zusammen mit der Energie ihrer
Plasmonenresonanz einen starken Einfluss auf die aufwirtskonvertierte Emission
der Nanokristalle. Bei der Uberlagerung der Plasmonenresonanz mit dem auf-
wirtskonvertierten Ubergang bei 660 nm erhihte sich die abgestrahlte Intensitit
bei dieser Wellenlinge im Vergleich zu dem zweiten aufwirtskonvertierten Uber-
gangs bei 540nm um bis zu Faktor 2.3. Waren die Goldstrukturen zu einem
Lochgitter verbunden, so war auch kein Effekt auf das Verhiltnis der beiden

Emissionslinien mehr zu beobachten.

Die Emissionsverstarkung an den plasmonischen Partikeln ist direkt vom Term-
schema der beeinflussten UCNP abhingig. Das untersuchte System war in dieser
Hinsicht ein einfaches, da sich die beiden aufwirtskonvertierenden Ubergiinge kein
angeregtes Niveau teilen. Weitere Moglichkeiten wiirden daher UCNP mit einem
komplexeren Energieschema bieten. So wire etwa bei Erbium/Thulium-dotierten
UCNP eine indirekte Manipulation der UCNp-Lumineszenz durch die (De-)Po-

pulation eines bei der Anregung beteiligten Zwischenzustandes denkbar [148|.

Die Nutzung der Oberflaichenverstirkung an plasmonischen Partikeln zur Stei-
gerung der Effizienz plasmonischer Partikel findet derzeit wachsendes Interes-
se [205, 209-212]. In den meisten Untersuchungen wird der Effekt dabei zur
Steigerung der UCNP-Absorption verwendet. Mit AuNP-Anordnungen, deren
Plasmonenresonanz auf die Emission der UCNP abgestimmt sind, er6ffnen sich
hingegen Moglichkeiten zur gezielten Verformung ihres aufwartskonvertierten Lu-
mineszenzspektrums. In diesem Zusammenhang wére auch die Nutzung von Po-

larisationseffekten an anisotropen plasmonischen Partikeln interessant [213].
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Umgekehrt konnten UCNP auch als Sonden fiir elektromagnetische Nahfeldver-
teilungen an plasmonischen Strukturen eingesetzt werden. Da in Lanthanoid-lo-
nen vergleichsweise starke Ubergéinge mit magnetischem Dipolcharakter vorkom-
men [214], wiren UCNP dabei vor allem zur Detektion der anderweitig schwer
zuginglichen magnetischen Nahfelder geeignet [204, 215]. Dies liefe sich beispiels-
weise zur experimentellen Untersuchung von magnetischen Feldverstdrkungen an
plasmonischen Strukturen [193, 208] und optischen Metamaterialien [216-218|

einsetzen.
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6. Zusammenfassung

In den ersten beiden Teilen dieser Arbeit wurde gezeigt, wie sich mit bestimmten
Konfigurationen plasmonisch gekoppelter Goldnanopartikel neue Mdoglichkeiten
fiir oberflichenverstirkte Raman-Spektroskopie erschliefsen lassen. Eines der bei-
den dazu untersuchten Konzepte beruhte auf der festen Positionierung der zu de-
tektierenden Molekiile im plasmonischen Heiffpunkt. Dabei wurden mit DNA-Ori-
gami erzeugte Goldnanopartikeldimere verwendet. Die Hybridstrukturen zeichne-
ten sich neben hoher Stabilitidt und Homogenitéit durch einen geringen Abstand
von wenigen Nanometern zischen den Goldpartikeln aus, einer Voraussetzung
fiir hohe elektrische Feldverstarkungen bei optischer Anregung plasmonisch ge-
koppelter Nanoantennen. Das DNA-Gertist erfiillte zudem den Zweck der Posi-
tionierung externer Farbstoffmolekiile im Bereich dieser Feldverstiarkungen, was
die Messung ihres oberflichenverstarkten Ramansignals an einzelnen Dimeren
erlaubte. Solche Einzelpartikelmessungen erméglichten zudem die Untersuchung
von Polarisationseffekten, aus denen sich Informationen iiber die Orientierung
der Molekiile gewinnen lassen.

Die Stirke dieses Systems liegt in dem grofen Gestaltungsspielraum bei der
Herstellung mit DNA-Origami in Verbindung mit der Méglichkeit, Molekiile ge-
zielt im DNA-Geriist zu positionieren. So sind Hybridstrukturen denkbar, die eine
Kartierung des plasmonischen Heifpunkts erméglichen oder sich zur Detektion
von gelosten Molekiilen in extrem geringer Konzentration einsetzen liefen.

Das zweite Konzept war auf die Verwendung von oberflachenverstirkter Ra-
manspektroskopie in einer fliisssigen Lipidmembran ausgerichtet, bei der die Fi-
xierung einzelner Bestandteile einen Eingriff in grundlegenden Figenschaften des
untersuchten Systems darstellen. Hier wurden grofflichige Felder aus Goldnan-
odreiecken verwendet, die in eine substratgebundene Lipidmembran eingebettet
waren. Die Goldstrukturen lenkten die Diffusion der Membranmolekiile durch

die Bereiche zwischen den Dreieckspitzen, in denen sich bei optischer Anregung
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plasmonische Heifpunkte bilden. Die dortige Oberflaichenverstirkung des Raman-
signals erlaubte die Detektion und Identifizierung in der Membran befindlicher
Molekiile.

Mit der substratgebundene Lipidmembran bietet dieses System eine geeignete
Oberflache fiir Messungen an lebenden Zellen. Die Goldstrukturen wiirden dabei
sowohl zur Lenkung von Rezeptoren in der aufliegenden Zellmembran als auch
zur spektroskopischen Untersuchung der Wechselwirkung zwischen Zell- und sub-
stratgebundener Lipidmembran dienen.

Im dritten Teil dieser Arbeit wurde gezeigt, dass plasmonischen Nanoantennen
die selektive Emissionsverstiarkung der aufwirtskonvertierten Lumineszenz von
Er/Yb-dotierten Nanokristallen erméglichen. Dabei wurden Felder aus Goldnan-
odreiecken verschiedener Grofe untersucht, die mit den Nanokristallen dekoriert
wurden. Bei Uberlagerung mit der Plasmonenresonanz zeigte sich eine selektive
Verstéarkung der Emissionslinien der Nanokristalle, was zu einer Verformung des
aufwirtskonvertierten Lumineszenzspektrum fiihrte.

Mit plasmonischen Strukturen, deren Plasmonenresonanz auf die Emission der
Nanokristalle abgestimmt sind, eréffnen sich neue Moglichkeiten fiir die Unter-
suchung der Oberflichenverstiarkung aufwértskonvertierter Prozesse. Interessant
waren hierbei die Messung von Polarisationseffekten an einzelnen Aufwirtskon-
verter oder auch die plasmonischen Beeinflussung von Aufwértskonvertern mit
einem komplexeren Ubergangsschema. Umgekehrt kénnte die Emissionsverstir-

kung auferdem zur Detektion magnetischer Nahfelder eingesetzt werden.
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A. Anhang

A.1l. Abkiirzungen

e Au - Gold

e AuNP - Gold-Nanopartikel

e APD - engl. Avalanche photo-diod, Lawinenphotodiode

e b. E. - beliebige Einheiten

e DEF'M - Dunkelfeldmikroskop

e DOPC - 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (Phospholipid), s. 1.4.1
e DNA - engl. Deozyribonucleic acid, Desoxyribonukleinséure

e ESL - Elektronenstrahllithografie

e ETU - engl. Energy transfer upconversion, Aufwartskonversion durch Ener-
gietransfer, s. Abschnitt 1.5.

o FWHM - engl. Full-urdth at half mazimum, Bezeichnung fiir die volle Breite

eines Peaks bei der Hilfte seiner Amplitude

e FDTD - engl. Finite-difference time-domain, Finite-Differenzen-Methode

im Zeitbereich
e FRAP - engl. Fluoresence Recovery after Photobleaching
e LOP - lokale Oberflichenplasmonen
e LOPR - lokale Oberflichenplasmonen-Resonanz
o MS - engl. Mesh size, Gitterzellengréfe, sieche Abschnitt 2.2

o PML - engl. Perfeclty matched layer, Berechnungsvolumenabschluss in FDTD-

Berechnungen, s. 2.2
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94

REM - Rasterelektronenmikroskop

SERS - engl. Surface-enhanced Raman spectroscopy, oberflachenverstéirkte

Raman-Streuung

SLB - engl. Supported lipid membrane, substratgebundene zweilagige Lipid-

membran
SUV - engl. Small unilamellar vesicle, kleine unilamellare Vesikel
TEM - Transmissionselektronenmikroskop

TESF - engl. Total-field scattered-field, eine Lichtquelle in FDTD-Berech-

nungen, s. 2.2
TIR - engl. Total internal reflection, interne Totalreflektion

UCNP - engl. Upconverting nanoparticle, aufwértskonvertierende Nanopar-
tikel
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