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Kurzfassung

Goldnanopartikel besitzen im Vergleich zu makroskopischem Gold verénderte phy-
sikalische und chemische Eigenschaften. Dabei ist die Anderung der optischen Ei-
genschaften auf das Auftreten von lokalisierte Oberflichenplasmonen (kollektive
Elektronendichteschwankungen) zuriickzufithren. Aufgrund der Abhéngigkeit der
Plasmonik von der duferen Form der Nanopartikel lassen sich die optischen und
elektronischen Eigenschaften iiber post-synthetische Formmodifikation direkt ma-
nipulieren. So zeigen sphérische Goldnanopartikel (AuNPs) lediglich eine plasmo-
nische Resonanzbande im sichtbaren Spektrum, wohingegen eindimensional elon-
gierte Goldnanorods (AuNRs) eine transversale (¢-LSPR) und eine longitudinale
lokalisierte Oberflichenplasmonenresonanz ({-LSPR) aufweisen. Die lineare Abhén-
gigkeit der Resonanzwellenlinge der [-LSPR von dem Verhaltnis der Lange zum
Durchmesser der AuNRs (Aspektverhéltnis) ermoglicht vielfdltige Anwendungen
der AuNRs durch die Moglichkeit der einfachen Manipulation der plasmonischen
Resonanzbande im sichtbaren und nahinfraroten Spektralbereich des Extinktionss-

pektrums.

In dieser Dissertation wurde die anndhernd stufenlose Manipulation der Lange der
AuNRs bei konstantem Durchmesser untersucht. Diese auf einer milden Oxidati-
onsmethode durch Komproportionierung beruhende Verkiirzung erméglichte den
Erhalt der klaren Unterscheidbarkeit der beiden plasmonischen Resonanzbanden
bei der Einstellung des Aspektverhéltnisses bis auf einen Wert von 1.4 sowie die ent-
sprechende Feinjustierung der I-LSPR-Resonanzwellenlange bis auf einen Wert von
568 nm im Extinktionsspektrum. Basierend auf empirischen Daten der systemati-
schen Verkiirzung sowie einem geometrischen Ansatz wurde ein Modell entwickelt,
das fiir Aspektverhéiltnisse AR > 1.4 vollstdndige Kontrolle {iber die Verkiirzung
der AuNRs und damit die Einstellung des Aspektverhéltnisses sowie die Lage der
[-LSPR-Resonanzwellenlinge der AuNRs ermoglicht.



Im zweiten Teil dieser Dissertation wurden biofunktionalisierte AuNRs mit einer
plasmonischen Resonanzbande im biologischen Transparenzfenster der menschli-
chen Haut (650 nm bis 900 nm) als Energiekonverter fiir plasmonische Photother-
maltherapie in BaF3-Zellen eingesetzt. Das Verhalten der individuell mit einem
LASER bestrahlten Zellen wurde lichtmikroskopisch verfolgt. Dabei konnte gezeigt
werden, dass die Schédigung der Zellmembran durch die lokale Temperaturerho-
hung des photothermalen Effekts der AuNRs zeitverzogert zum Anschwellen der
Zelle einsetzt. Dieses Verhalten spricht fiir die primére Schidigung von inneren Zell-
kompartimenten und die Storung von essentiellen Zellfunktionen wie der Homéo-
stase und gegen die direkte Schadigung der Zellmembran durch die lokale Tempera-
turerh6hung. Weiterhin konnte eine signifikante Verbesserung der Effizienz dieser
Methode durch die Nutzung von spezifischer Aptamer-Rezeptor-Wechselwirkung

erzielt werden.
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Abstract

Compared to macroscopic gold, gold nanoparticles (AuNPs) have altered physical
and chemical properties. The modified optical properties base on localized surface
plasmons (collective oscillation of electron density). Due to the dependence of
plasmonics on the external shape of the nanoparticles, it is possible to tune the
optical and electronic properties by shape control. Spherical AuNPs, for example,
only show one plasmonic peak in the visible spectrum, whereas one-dimensionally
elongated goldnanorods (AuNRs) show a transversal (#-LSPR) and a longitudinal
localized surface plasmon resonance (I-LSPR). The linear dependence of the [-LSPR
wavelength on the ratio between length and diameter of the AuNRs (aspect ratio)
allows a wide variety of applications through the possibility of manipulation of the
plasmonic resonance band in the absorbance spectrum over the entire visible and

near infrared range.

In this thesis, the almost continous variable manipulation of the length of the
AuNRs at constant diameter was investigated. The manipulation is based on a
mild oxidation method by means of comproportionation and made it possible to
reduce the aspect ratio to 1.4 preserving both plasmonic bands distinguishable.
In accordance with the aspect ratio, the spectral position of the I-LSPR band was
fine-tuned up to 568 nm in the absorbance spectrum. Based on empirical data of
the systematic shortening and a geometric approach, a model has been developed
that provides full control of the aspect ratio for AR > 1.4 and thus the spectral
position of the I-LSPR absorbance band of the AuNRs.

In the second part of the thesis, biofunctionalized AuNRs with a plasmonic reso-
nance band in the biological transparency window of the human skin (650 nm to
900 nm) have been used as energy converter for plasmonic photothermal therapy in
BaF3 cells. The behaviour of the single cells individually treated with LASER irra-
diation was tracked via light microscopy. It was shown that the damage of the cell

membrane caused by a local temperature increase due to photothermal behaviour
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of the AuNRs started delayed compared to the swelling of the cell. This behaviour
speaks in favour of the primary damage of inner cell compartments and the di-
sturbance of essential cell functions as homeostasis. Apparently, direct damage to
the cell membrane caused by the local temperature increase seems excluded. Fur-
thermore, a significant improvement was achieved in the efficiency of this method

through the use of specific aptamer-receptor interaction.
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1 Einleitung

Das Metall Gold fasziniert die Menschheit schon seit mehreren tausend Jahren.
Archéologische Funde datieren die ersten Versuche der Goldgewinnung auf den
Beginn der frithen Kupfersteinzeit, etwa 4600 v.Chr., zuriick [1]. Spéter erlang-
te diese Epoche der Erdgeschichte ihren Namen durch den Abbau von Kupferer-
zen und die Metallverarbeitung der drei sogenannten Miinzmetalle Kupfer, Silber
und Gold in der Kupfergruppe des Periodensystems der Elemente (1UPAC-Gruppe
11). Dabei wurde Gold durch seinen charakteristischen, goldenen Glanz friith zu
Schmuck verarbeitet und war Teil spiritueller Zeremonien. Die erste Verwendung
als Zahlungsmittel in Form von einheitlich gepragten Miinzen erfolgte erst deutlich
spater. Heutzutage wird makroskopisches Gold an der Borse gehandelt und dient

einigen Zentralbanken in Form von Goldbarren als Wahrungsreserve.

Der charakteristische Glanz von Gold und anderen Metallen ist auf die fiir Metal-
le typische, iiberlappende Bandstruktur zuriickzufithren. Durch die Uberlappung
von Valenz- (vB) und Leitungsband (LB) kann nahezu jede Energie einer elektro-
magnetischen Welle des ultravioletten (Uv), sichtbaren und nahinfraroten (NIR)
Spektralbereichs durch ein Elektron an der Oberfliche des Metalls absorbiert und
anschlieffend emittiert werden. Dieser Effekt fiihrt zur Undurchsichtigkeit der me-
tallischen Oberfliche sowie einem Reflektionseffekt, der sich als metallischer Glanz
darstellt. Sehr glatte und ebene Metalloberflichen wurden daher schon sehr friih

in der Menschheitsgeschichte als Spiegel verwendet.

Die charakteristische gold-gelbe Farbe des Goldes (aus dem Indogermanischen:
ghel: glinzend, gelb) ist auf seine Elektronenkonfiguration [Xe]4f45d!%6s! sowie
die daraus resultierende Lanthanoidenkontraktion zuriickzufiihren[2]. Als Uber-
gangsmetall der 6. Periode sind die 4f-Orbitale des Goldes im Vergleich zu den
Ubergangsmetallen niedrigerer Perioden voll besetzt. Durch die Grofe der f-Or-
bitale sind deren Elektronen im Vergleich zu den s-, p- und d-Orbitalen nicht so

stark lokalisiert, was zu einer geringeren Abschirmung des Kerns bei gleichzeitig



1 FEinleitung

hoherer Ordnungszahl fiihrt. Eine Verringerung des Atomradius iiber die Reihe
der Lanthanoide ist die Folge. Die hohe Masse des Goldkerns gepaart mit der ge-
ringen Abschirmung durch die 4f-Elektronen fithrt zudem zu einer Erhdhung der
Elektronengeschwindigkeit der Kern-nahen Elektronen. Die damit verbundene re-
lativistische Massenzunahme fiihrt zu einer Kontraktion der inneren 6s-Orbitale
und entsprechend zu einer Expansion der 5d-Orbitale [3]. Der neue energetische
Abstand zwischen den Orbitalen entspricht der Wellenlénge des blauen Lichts, das
in Folge der Lanthanoidenkontraktion absorbiert wird. Eine gold-gelbe Farbe der
makroskopischen Goldkristalle ist das Resultat. Die komplett gefiillten f- und d-
Elektronenschalen fithren zudem zu einer stark reduzierten chemischen Reaktivitat
des Goldes und zur Einstufung als Edelmetall sowie der hohen Korrosionsbestén-
digkeit. Das chemisch inerte Gold kann somit fiir Anwendungen genutzt werden,
die eine geringe chemische Reaktivitdt voraussetzen. Dabei sind vor allem lang-
lebige Anwendungen an der Luft oder im menschlichen Koérper von chemischem

Interesse.

Optische Eigenschaften wie die Farbe oder das Streuverhalten eines Kristalls erfah-
ren drastische Anderungen sobald die Kristallgrofe in einer der drei Raumrichtun-
gen einen Wert von 100 nm unterschreitet [4, 5|. In drei Dimensionen nanostruk-
turierte, sphérische Goldnanopartikel (AuNP) erscheinen nicht langer gold-gelb,
sondern absorbieren griines Licht und scheinen daher in Losung rotlich [6]. Die An-
derung der optischen Eigenschaften lasst sich mit der Plasmonik der Nanopartikel
erkléren (vgl. Kap. 2.2.3) und wurde schon friih - jedoch ohne tieferes Versténd-
nis - in der Anfertigung von roten Kirchenfenstern angewendet. Zusétzlich ist nano-
strukturiertes Gold aufgrund seiner hohen Oberflache katalytisch aktiv [7-10] und
fiihrt beispielsweise in Kirchenfenstern mithilfe der uv-Anteile im Sonnenlicht zur

Zersetzung organischer Komponenten in der Luft [11].

Durch die Einfithrung von anisotropen Goldnanostrukturen verdndert sich auch die
Plasmonik der Systeme, sodass Licht im nahezu gesamten UV-Vis- und NIR-Spek-
tralbereich absorbiert werden kann. Seit Beginn des 21. Jahrhunderts beinhaltet die
Literatur dazu neben sphérischen Goldnanopartikeln vor allem Goldnanostars [12—
14], Goldnanoprismen [15-17|, Goldnanowires [18-20] und Goldnanorods (AuNRs)
[21-23|. Die geringe chemische Reaktivitdt sowie die Moglichkeit zur Synthese ver-
schiedener Formen und Groken machen die unterschiedlichen Goldnanostrukturen
zu einem idealen Material fiir medizinische in vivo Anwendungen im menschli-

chen Korper. Konkrete Beispiele sind Anwendungen im Bereich des Wirkstofftrans-



ports [24], der Krebsdiagnose [25] oder als Kontrastmittel in bildgebenden Verfah-
ren [26]. Gleichzeitig fiihren die verschiedenen Formen der Goldnanostrukturen zu
unterschiedlichen plasmonischen Moden, die verschiedene Extinktionskoeffizienten
ausbilden (vgl. Kap. 3.3.2) und damit Licht im UV-Vis- oder NIR-Spektralbereich
verschieden gut absorbieren und streuen kénnen. Dabei sticht der hohe Absorpti-
onskoeffizient der AuNRs im NIR-Spektralbereich heraus [27] und macht diese in
Kombination mit der chemischen Inaktivitdt interessant fiir photothermale Krebs-
therapie [28] im biologischen Transparenzfenster der menschlichen Haut (650 nm
bis 900 nm). In diesem Bereich ist die Transparenz fiir elektromagnetische Strah-

lung besonders hoch, da Hamoglobin und Wasser dort kein Licht absorbieren [29].

Die AulNRs dienen in der photothermalen Krebstherapie als Energiekonverter von
elektromagnetischer Strahlung in Warme (vgl. Kap. 2.4.1). Fiir die photothermale
Anwendung miissen die AuNRs in von Krebs befallene Zellen gebracht und anschlie-
Rend mit sichtbarem oder NIR-Licht im Transparenzfenster der menschlichen Haut
angeregt werden [30]. Der Anstieg der Temperatur innerhalb der befallenen Zel-
len fithrt zum Zelltod und zum Absterben des Tumorgewebes [31]. Die Absorption
der elektromagnetischen Strahlung durch das Oberflichenplasmon der Goldnano-
strukturen verleiht dieser Technik den Namen Plasmonische Photothermaltherapie
(ppTT) [32].

Struktur der Arbeit Diese Arbeit teilt sich in zwei Kernbereiche: Zunéchst wer-
den verschiedene Synthesemethoden der AuNRs und post-synthetische Formmo-
difikationen zur Manipulation der plasmonischen Moden diskutiert, mit dem Ziel
AuNRs zu erhalten, deren Plasmonenresonanz im Transparenzfenster der mensch-
lichen Haut liegt und die damit fiir PPTT-Experimente verwendet werden kénnen.
Im zweiten Teil folgt eine Ubersicht iiber verschiedene Oberflichenmodifikationen
zur Erhéhung der Biokompatibilitdt der AuNRs, gefolgt von deren Anwendung als

Energiekonverter in PPTT-Experimenten.

Aus der Dissertation entstandene Veréffentlichungen Die optischen Daten von
sechzehn AuNR-Proben mit unterschiedlichen Aspektverhéltnissen und absoluten
Grofsen bilden die Grundlage einer Kooperation mit der Gruppe um KOHLER von
der Technischen Universitit Ilmenau, die im August 2018 unter dem Titel ,Single-
Photon-Single-Electron Transition for Interpretation of Optical Spectra of Non-

spherical Metal Nanoparticles in Aqueous Colloidal Solutions® in einer gemeinsa-
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men Veroffentlichung im Journal of Nanomaterials miindete [33]. Dabei bilden die
optischen Daten von nicht-sphérischen Metallnanopartikeln in wéssrigen Losungen

die Grundlage fiir die Interpretation der optischen Spektren.

Die Anwendung der AuNRs als Energiekonverter in der PPTT sowie die entspre-
chenden Untersuchungen des zugrundeliegenden Mechanismus fiir die Ursache der
zeitverzogerten Einfarbung durch Trypanblau im Vergleich zum frithen Anstieg des
Durchmessers nach Ende der LASER-Bestrahlung (vgl. Kap. 5.4) ist unter dem Ti-
tel ,Monitoring the Death of Single BaF3 Cells under Plasmonic Photothermal
Heating Induced by Ultrasmall Goldnanorods® als geteilte Erstautorschaft mit
Lisa PRISNER im Journal of Materials Chemistry B zur Veroffentlichung akzep-
tiert [34].
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2.1 Kolloidale Metall-Nanopartikel

Kolloidale Metall-Nanopartikel zeigen aufgrund der Abséttigung ihrer Oberfliche
durch oberflichenaktive Molekiile (Liganden) langfristige Stabilitdt in Losung. Die
Struktur solcher tensidartigen Liganden ermoglicht den Einschluss von hydropho-
bem Material in hydrophiler Umgebung. Typischerweise sind Kolloide kleiner als
1000 nm [35]. Sphérische Goldnanopartikel kénnen anhand ihrer Grofe in drei Ka-
tegorien eingeteilt werden [36]. AuNP mit einem Durchmesser unterhalb von 2.5 nm
zeigen aufgrund der geringen Zahl an delokalisierten Elektronen noch keine Plasmo-
nik und werden Cluster genannt [37]. Sie besitzen hauptséchlich molekulare Eigen-
schaften [38] und treten in definierten Atomzahlen auf[39-42|. Goldnanopartikel
mit einem Durchmesser zwischen 2.5nm und 10nm bilden bereits plasmonische
Aktivitdt aus, sind aber vorwiegend wegen ihrer katalytischen Aktivitdten inter-
essant. Sie zeigen kristallinen Charakter mit sehr starker Oberflachenaktivitat auf-
grund des hohen Oberflichen-zu-Volumen-Verhéltnisses. In einem Groéflenbereich
von 10 nm bis 200 nm werden die AuNP als plasmonische Kristalle bezeichnet [43]
(vgl. Kap. 2.2.3). Die Anwendung der AuNP in diesem Grofenbereich basiert im
Vergleich zu den kleineren Varianten vor allem auf den verénderten optischen Ei-

genschaften.

Zusétzlich zu der Einordnung in verschiedene Groéfsenkategorien erfolgt eine grund-
legende Einteilung der unterschiedlichen Nanopartikel nach der Anzahl ihrer nano-
strukturierten Dimensionen [4, 5] in die Kategorien 0D, 1D oder 2D. Sphérische
Nanopartikel sind in drei Dimensionen rdumlich eingeschrankt und werden da-
her als OD-Nanostruktur bezeichnet, wohingegen eindimensional elongierte Struk-
turen, wie Nanorods oder Nanowires in zwei Dimensionen eingeschrankt sind und

als 1D-Nanostrukturen bezeichnet werden. Nanoplatelets [44] und Nanosheets [45]
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unterschreiten lediglich in ihrer Dicke die 100 nm und fallen daher unter die 2D-Na-

nostrukturen.

2.2 Goldnanorods

2.2.1 Aufbau der Kristallstruktur

Gold liegt in der Natur in einem kubisch-flichenzentrierten Kristallsystem (fcc)
vor [48]. Dabei haben alle Winkel der Elementarzelle einen Wert von a = =
v = 90° (vgl. Abb. 2.1). Die Gitterkonstante des Goldes betriigt 4.065 A [49].
Abbildung 2.1 gibt eine Ubersicht iiber die Elementarzelle des Goldes in der ku-
bisch-flichenzentrierten Kristallstruktur (A) und zeigt aufserdem zwei Formen von
AuNRs mit unterschiedlichen Kristallfacetten (B, C), die durch Synthesevariati-
on erreicht werden kénnen. Die Elementarzelle (A) beinhaltet vier Gold-Atome,
welche sich in den Ecken der Elementarzelle und zentral auf allen sechs Flachen
befinden. Der Kristall erstreckt sich in alle drei Raumrichtungen, wobei die Kris-
tallfacetten der fcc-Elementarzelle mithilfe der MILLERschen Indices {hkl} in X, Y

C| o

Abbildung 2.1 — (A) Schema einer Elementarzelle eines kubisch-flichenzentrierten
Gold-Kristalls. Jeweils acht Goldatome befinden sich in den Ecken der Elementar-
zelle. Weitere sechs sind in der Mitte der jeweiligen Fléchen zentriert. (B) Kristallfa-
cetten eines einkristallinen AuNRs. Der Rod besitzt eine achtzihlige Hauptsymme-
trieachse in [001]-Richtung [46]. Die acht lateralen Kristallfacetten teilen sich in vier
{100} und vier {110} Hauptfacetten auf. (C) Kristallfacetten eines fiinffach verzwil-
lingten AuNRs. Die Hauptsymmetrieachse liegt bei diesen AuNRs in [110]-Richtung.
Alle fiinf lateralen Facetten besitzen {100}-Charakter [47].
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Abbildung 2.2 — Ubersicht iiber Goldnanopartikel mit einem Durchmesser von
20nm und verschiedenen Aspektverhéltnissen (AR). Alle Goldnanostrukturen mit
1 < AR < 20 werden als Goldnanorods (AuNRs) bezeichnet [50]. Zusétzlich ist im
Inneren der Partikel die jeweilige Atomzahl Nagome angegeben.

und Z systematisch benannt werden kénnen. Der MILLERsche Index h trifft eine
Aussage dariiber wie oft eine Ebenenschar die X-Achse bei 0 < X < 1 schnei-
det. Die Kristallfacette {100} beispielsweise schneidet die X-Achse innerhalb der
Elementarzelle einmal, die Y- und Z-Achse jedoch nicht, weshalb die Ebene der
Kristallfacette {100} parallel zur Y-Z-Ebene liegt. Richtungen im Kristallgitter

werden mithilfe des gleichen Prinzips, jedoch in eckigen Klammern angegeben.

Abbildung 2.1(B) zeigt einen AuNR mit einer achtzdhligen Symmetrieachse in
[001]-Richtung. Die lateralen Kristalloberflichen bestehen zu gleichen Teilen aus
{100}- und {110}-Facetten [46, 51|. Die AuNRs mit achteckiger Grundform sind
das Standardprodukt der chemischen Synthese in der Literatur und koénnen fiir
nahezu alle Anwendungen genutzt werden. Die in (C) gezeigte AuNR-Form wird
in der Literatur als ,fiinffach-verzwillingt* (english: penta-twinned) bezeichnet. Sie
entsteht, wenn kein Silber in der Synthese verwendet wird. In dieser AuNR-Form
besitzen nach iibereinstimmenden Literaturberichten alle fiinf lateralen Kristall-
facetten {100}-Charakter [46, 52, 53]. Auch kompliziertere Kristallfacetten sind
unter bestimmten Synthesebedingungen moglich [54], jedoch fiir diese Arbeit nicht

relevant.

Die in dieser Arbeit verwendeten Goldnanorods fallen in die Kategorie der 1D-Nano-
strukturen und variieren in ihrer Lange zwischen 25 und 150 nm. Thr Durchmesser
betriagt zwischen 5 und 50 nm. Abbildung 2.2 zeigt exemplarisch die Durchmesser
und Langen von AuNRs mit verschiedenen Aspektverhéltnissen (Verhéltnis aus

Lénge und Breite). Zusétzlich ist die Atomzahl Natome eines jeden AuNP ange-
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geben. Diese errechnet sich iiber die Volumina Vaunp des Nanopartikels und der
Gold-Elementarzelle Vo = 6.78 - 1072 nm? [49, 55].

2.2.2 Optische und elektronische Eigenschaften

In einem Goldkristall existieren abhéngig von der Gesamtatomzahl Molekiilorbi-
tale (MO), die sich aus der Linearkombination der Atomorbitale (AO) nach den
Regeln des LcAO-Modells (englisch: linear combination of atomic orbitals) erge-
ben [56]. In Goldkristallen mit sehr wenigen Atomen sind diese diskreten Energie-
niveaus der Molekiilorbitale noch unterscheidbar, wohingegen bei Goldkristallen
mit sehr vielen Molekiilorbitalen kontinuierliche Bander aus nicht unterscheidba-
ren Energiezustdnden entstehen. Das energetisch hochste, voll besetzten Band wird
als Valenzband bezeichnet. Das energetisch tiber dem Valenzband liegende, teilwei-
se besetzte Band, wird als Leitungsband bezeichnet. Schon das Anlegen von sehr
kleinen elektrischen Feldstérken fiithrt bei Metallen zu einer Anregung der Valen-
zelektronen in das Leitungsband. Eine freie Beweglichkeit der Ladungstrager und
elektrische Leitfahigkeit sind die Folge und charakteristisch fiir Metalle. In Gold-
kristallen iiberlappt das sp-hybridisierte Leitungsband mit den d-Valenzbdndern
nahe des I'-Punktes der ersten Brillouin-Zone im fce-Gitter [57, 58|. Bei Halblei-
tern oder Isolatoren gibt es keine Uberlappung der Energiebéinder, sodass eine
energetische Liicke (Bandliicke) entsteht. Um in dem entsprechenden Festkorper
elektrische Leitfahigkeit zu erzeugen, miissen Elektronen mithilfe von zusétzlicher

Energie aus dem Valenzband in das Leitungsband angehoben werden.

Nanostrukturierte Goldkristalle zeigen im Vergleich zu makroskopischem Gold ein
génzlich unterschiedliches Absorptions- und Streuverhalten. Durch die drastische
Reduktion der Grofe wird die Oberfliche der Nanokristalle im Verhéltnis zum
Volumen immer wichtiger flir die optischen Eigenschaften. In einem sphérischen
Nanokristall mit einem Durchmesser von 20 nm (vgl. Abb. 2.2) befinden sich 12 %
der Atome auf der Oberfliche des Nanokristalls. Dieses Phénomen fithrt zu der
Ausbildung von lokalisierten Oberflichenplasmonen, die fiir die Anderung der op-
tischen Eigenschaften verantwortlich sind und im nachfolgenden Kapitel behandelt

werden.
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Abbildung 2.3 - Gegeniiberstellung der Ladungstrigerdichteschwankung (A) in
nicht-lokalisierten Oberflichenplasmonen auf makroskopischen Goldoberflichen und
der Oszillation der Elektronenwolke (B) in lokalisierten Oberflichenplasmonen in
Goldnanostrukturen. Die delokalisierte Elektronenwolke ist in rot dargestellt.

2.2.3 Plasmonik

Ein Plasmon ist eine kollektive Oszillation von Ladungstriagern in einem Festkor-
per [59]. Das Wort Plasmon leitet sich dabei von Plasma - einem ionisierten Gas -
ab, das aus freien Ladungstrigern und Atomen besteht und in der Natur beispiels-
weise bei Blitzentladungen oder den Polarlichtern beobachtet werden kann. Die an
Metalloberflichen oder in Metallnanopartikeln auftretenden Oberflichenplasmo-
nen sind eigentlich Oberflichenplasmon-Polaritonen (SPp). Diese Quasiteilchen ent-
stehen bei der Wechselwirkung eines Photons mit einer dipolaren Ladungstréger-
dichteschwankung. Dabei sind zwei Arten von Oberflachenplasmonen-Polaritonen
zu unterscheiden: Ist die Metalloberfliche, die mit der elektromagnetischen Welle
interagiert, grofer als die Wellenldnge des eingestrahlten Lichts, ergibt sich, wie
in Abbildung 2.3(A) gezeigt, eine Ladungstriagerdichteschwankung auf der Ober-
fliche des Metalls [60]. Diese ist aufgrund von Leitungsverlusten an der Oberfléche
auf eine bestimmte Ausbreitungslange limitiert [61]. Bei Gold betragt die Ausbrei-
tungslédnge bis zu einem Abfall der Intensitdt auf % bei einer Anregungswellenldnge

von 633nm etwa 9 pm [62].

In Metallnanopartikeln ist der Durchmesser viel kleiner als die Wellenlénge des
eingestrahlten Lichts, weshalb sich keine Ladungstragerdichteschwankung iiber die

Oberflache ausbreiten kann. Alternativ wird die Ladungstrigerdichteschwankung
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in den Nanopartikeln lokalisiert. Die delokalisierten Leitungsbandelektronen des
Goldes werden als Elektronenwolke betrachtet, die kollektiv durch ein von auften
angelegtes elektromagnetisches Feld gegen die positiv geladenen Atomriimpfe aus-
gerichtet werden kann [59]. Bei Anregung der Elektronenwolke mit der Resonanz-
wellenldnge kommt es zu einer resonanten Schwingung des Elektronenkollektivs,
die lokalisierte Oberflachenplasmonenresonanz (LSPR) genannt wird. Die LSPR tritt
bei nahezu allen Metallen auf, ist aber nur fiir die drei Miinzmetalle Kupfer, Sil-
ber und Gold, sowie einige wenige Legierungen im sichtbaren Bereich (380 nm bis
780nm) zu finden. Abbildung 2.3(B) zeigt schematisch die Oszillation der Elektro-
nenwolke eines sphérischen Goldnanopartikels mit der Frequenz eines von aufen
angelegten elektromagnetischen Feldes. Fiir sphérische Goldnanopartikel liegt die-
se Schwingungsfrequenz der LSPR bei etwa 573 THz. Das entspricht einer Energie
von 2.37 eV und einer Wellenlége im optischen Spektrum von 523 nm. Die plasmoni-
sche Resonanzschwingung hat eine Lebensdauer von ungefihr 10 fs [63]. Aufgrund
der starken Absorption des griinen Lichts in diesem Bereich erscheinen AuNP nicht
langer golden, sondern vielmehr rétlich (vgl. Kap. 1). Die LSPR ist bei sphérischen
Goldnanopartikeln nahezu unabhéngig von der Grofe der Partikel und tritt iiber
einen Durchmesserbereich von 2.5 nm [37] bis 200 nm auf [43]. Bei Partikeln mit ei-
nem Durchmesser unterhalb von 2.5nm gibt es nicht geniigend Leitungsbandelek-
tronen um diese kollektiv anzuregen und oberhalb der 200 nm koénnen sich bereits
nicht-lokalisierte Oberflachenplasmonen ausbilden. Aufgrund der hohen Symmetrie
von sphérischen Goldnanopartikeln bilden die Leitungsbandelektronen lediglich ei-

ne plasmonische Mode aus.

Anisotrope Goldnanorods zeigen im Gegensatz zu den sphérischen Goldnanopar-
tikeln zwei plasmonische Moden (vgl. Abb. 2.4(A)). Diese ergeben sich aus der
Asymmetrie der Elektronenwolke, die bei einem AuNR entlang der longitudina-
len oder entlang der transversalen Achse resonant in Schwingung versetzt werden
kann. Dabei ist die energetische Lage der transversalen LSPR-Bande (¢-LSPR) dhn-
lich wie bei den sphérischen AuNP nahezu unabhéngig von dem Durchmesser der
AuNRs (vgl. Kap. 4.2.3) und liegt bei etwa 2.38¢V (520 nm) [64]. Durch die An-
regung des Elektronenkollektivs als Dipol mit zirkular polarisiertem Licht, ergibt
sich eine isotrope Feldverteilung des transversalen Plasmons [65]. Im Gegensatz da-
zu ist die Wellenlédnge der longitudinalen LSPR-Bande (I-LSPR) linear abhéngig von
der Lange der AuNRs bei gleichbleibendem Durchmesser [66] und kann fiir die ver-

schiedenen Anwendungen entsprechend feinjustiert werden. Die Vergroferung des

10
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Abbildung 2.4 — (A) Charakteristisches Extinktionsspektrum eines AuNRs mit
zwei plasmonischen Resonanzbanden im UV-Vis-Spektralbereich. Die Wellenldnge
der [-LsPR-Bande ist linear mit dem Aspektverhéltnis der AuNRs verkniipft. (B)
Simulierte Nahfeldkarte des AuNRs am [-LSPR-Maximum.

Resonanzkorpers fiihrt zu einer geringeren Schwingungsfrequenz des Elektronen-
kollektivs und entsprechend zu einer geringeren Energie. Bezogen auf die spektrale
Lage der t-LsPR-Bande ist die I-LSPR-Bande zu hoheren Wellenléngen verschoben.
Zudem steigt die Intensitat der [-LSPR-Bande im Extinktionsspektrum mit steigen-
dem Aspektverhéltnis. Dies ist auf die Erh6hung des Absorptions- und Streuquer-
schnitts zuriickzufiihren. Mit steigender Partikelgrofe nimmt der Streuanteil im Ex-
tinktionsspektrum zu, wohingegen die Absorptionseffizienz etwa gleich bleibt [67].
Mit der Variation des Durchmessers der AuNRs verhélt sich die Wellenldnge der
[-LSPR proportional zum Aspektverhéltnis der AuNRs[68]. Abbildung 2.4(B) zeigt
eine simulierte Nahfeldkarte eines Querschnitts durch die Léngsachse eines AuNRs.
Diese zeigt eine plasmonische Feldverstdrkung an den Spitzen der AuNRs. Diese
Beobachtung deckt sich mit der Literatur fiir elongierte Metallnanopartikel [65,
69|. Durch die direkte Abhéngigkeit der optischen Eigenschaften von der &duferen
Form der AuNRs ist die spektrale Lage der [-LSPR sehr empfindlich gegeniiber
Anderungen der Synthesebedingungen [70].

2.2.4 Berechnung des Absorptions- und Streuverhaltens von
Goldnanorods

Das Software-Paket DDSCAT (Discrete Dipole Approximation Code) bietet die Mog-

lichkeit zur Berechnung des Absorptions- und Streuverhaltens von nanoskaligen

Metallsystemen verschiedener Geometrien. Dabei greift die Software auf das DRU-

11
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DE-Modell zuriick [71]. Dieses beschreibt die Wechselwirkung eines elektromagne-
tischen Wechselfeldes mit den freien Elektronen in einem Festkorper und erkléarte
im Jahr 1900 erstmals die abfallende Leitfihigkeit von Metallen bei steigender
Temperatur. Im Jahr 1905 wurde es von LORENTZ und SOMMERFELD um quanten-

mechanische Effekte ergénzt [72].

Innerhalb des DDSCAT-Codes nach DRAINE und FLATAU [73| wird ein nanoskaliges
Objekt durch ein dreidimensionales Gitter aus Dipolen beschrieben, das mit einem
polarisierten elektromagnetischen Wechselfeld interagiert. Durch die Lésung der
MAXWELLschen Gleichungen fiir die Interaktion der Lichtwelle mit der Gesamtzahl
aller Dipole kann die Dipol-Dipol-Wechselwirkung berticksichtigt und dadurch das
Absorptions- und Streuverhalten der Gesamtstruktur abgebildet werden. Fiir die
Voraussage eines Extinktionsspektrums von AuNRs muss dieser Vorgang wellen-
langenaufgeldst fiir verschiedene Orientierungen im Raum durchgefiihrt werden [74]
um trotz der Polarisation des elektromagnetischen Wechselfeldes die verschiedenen
plasmonischen Moden abzubilden. Den einzelnen Dipolen werden dabei der Bre-

chungsindex des Metalls und des umgebenden Mediums vorgegeben.

Fiir die Interaktion einer elektromagnetischen Welle (Licht) mit einem Goldnano-
partikel spielen die Brechungsindices n des metallischen Partikels und des umge-
benden Mediums eine entscheidende Rolle [75]. An der Schnittstelle zwischen der
Metalloberfliche und dem umgebenden Medium wird das einfallende Licht in Ab-
héngigkeit der Lichtgeschwindigkeiten in beiden Materialien gebrochen und sorgt
fiir die spezifische optische Antwort des Systems. Der Brechungsindex ist komple-

xer Natur und in Gleichung 2.1 dargestellt.

real imag
=~ /=
n= n + ik (2.1)

Gleichung 2.2 zeigt den Zusammenhang zwischen dem komplexen Brechungsin-
dex n und der komplexen relativen Permittivitat e,.. Die komplexe Natur der Per-
mittivitdt ist in Gleichung 2.3 dargestellt. Mit Hilfe der Gleichungen 2.4 und 2.5
kénnen der Real- und Imaginérteil des Brechungsindex und der Permittivitat in-

einander umgerechnet werden.

12
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Abbildung 2.5 — Gezeigt sind in (A) wellenldngenabhéngige Werte fiir den Real-
teil n und Imaginérteil x des komplexen Brechungsindexes, basierend auf den Daten
von JOHNSON und CHRISTY [76, 77]. Die wellenldngenabhingigen Werte der kom-
plexen Permittivitiat e sind in (B) abgebildet und ergeben sich aus den komplexen
Brechungsindices nach den Gleichungen 2.4 und 2.5.

real imag
A~ =
€ . (2.3)
€ = — = €1 + 1€2
€0
e = n? — K (2.4)
€2 =2n"-K (2.5)

Zusatzlich sind der Brechungsindex und die Permittivitat wellenlingenabhéngig.
In Abbildung 2.5(A) sind der Real- und Imaginérteil des Brechungsindexes fiir
makroskopisches Gold im Bereich von 187.9nm bis 1.937 pm dargestellt [76]. Die
aus dem Brechungsindex errechneten Werte der Permittivitét e, der Durchléssigkeit
eines Materials fiir dufsere elektrische Felder, ist in Abbildung 2.5(B) gezeigt. Es
zeigt sich der fiir Metalle typische negative Realteil der Permittivitéit im sichtbaren
Bereich.

Weiterhin ist die relative Permeabilitéit p,, die Durchléssigkeit eines Materials fiir
duftere magnetische Felder, in Gleichung 2.6 gegeben. Sie ist ebenfalls komple-
xer Natur, der Imaginérteil jedoch fiir alle nicht ferromagnetischen Materialien
vernachlassigbar. Die Permeabilitét ist daher als Quotient der magnetischen Fluss-

dichte B und der magnetischen Feldstérke H angegeben.

13
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T oy

i (2.6)

In den Materialgleichungen der Elektrodynamik werden die Permittivitat des Va-
kuums ¢ (elektrische Feldkonstante) sowie die Permeabilitiat des Vakuums po (ma-
gnetische Feldkonstante) genutzt, um zum einen iiber Gleichung 2.7 die elektrische
Feldstirke E iiber die Polarisation P mit der elektrischen Flussdichte D und zum
anderen in Gleichung 2.8 die magnetische Feldstarke H iiber die Magnetisierung M

mit der magnetischen Flussdichte B zu verkniipfen.

—

D egE + P = eoer

—

poH + M = popcH (2.8)

&
I

In den Gleichungen 2.9 bis 2.11 sind die Berechnungen der Giite-Faktoren in DDS-
CAT fiir die einzelnen Extinktionskomponenten [78] fiir jede Wellenldnge darge-
stellt. Dabei sind Cyps und Cgen der Absorptions- und Streuquerschnitt des zu
berechnenden Objekts. Die Vorgabe der effektiven Gréfe einer Struktur erfolgt
iiber die Eingabe des effektiven Radius aeg. Dieser reprasentiert den Radius einer

Kugel mit dem Volumen der zu berechnenden Struktur.

Cabs
Qabs = ﬂ_agﬂ (29)
Csca

Qsca = —— (2.10)

Qext = Qabs + Qsca (2.11)

Die Dampfungskonstante a fiir die Ausbreitung des elektromagnetischen Wechsel-
feldes innerhalb des Materials ist gegeben durch Gleichung 2.12 mit der Dipoldich-

te ng.

o= nththagﬁ (2.12)
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Der Dipol-Dipol-Abstand d ergibt sich aus der Gesamtzahl der Dipole N und dem
effektiven Radius und sollte fiir eine realistische Berechnung an den Atom-Atom-Ab-
stand angepasst werden. Dieser liegt fiir Gold bei 4.0782 A [55].

L[4 4
_ s 3%,%& & N= 77; . (2.13)
3 (%)

2.3 Grundlegende Synthesemethoden

»Know your water. The quality of the water supply used for the syn-

thesis is one of the main sources of irreproducibility.” [70]

Die Qualitdt und Reinheit des verwendeten Wassers ist fiir die reproduzierbare
Synthese von Goldnanorods von essentieller Bedeutung. Neben der moglichen Kon-
termination, ist vor allem der pH-Wert entscheidend. Alle Synthesen finden auf-
grund der Stabilitdt des verwendeten Liganden Cetyltrimethylammoniumbromid
(cTAB) bei 30 °C statt [79]. Der cTAB-Ligand séittigt bestimmte Kristallfacetten ab
und wirkt richtungsdirigierend, wodurch elongierte AuNR-Strukturen synthetisch

erzielt werden konnen.

2.3.1 Keimvermittelte Syntheseroute

Goldnanorods besitzen - wie in Kap. 2.2.1 beschrieben - eine kubisch-flichenzen-
trierte Kristallstruktur (fcc), die wiahrend des Kristallwachstums keine Vorzugsrich-
tung ausbildet. Folglich stellen AuNRs kein rein thermodynamisch stabiles Produkt
dar [80], sondern werden mit Hilfe von kinetischer Reaktionskontrolle synthetisiert.
Fiir die Synthese der AuNRs werden in der Literatur zwei verschiedene Ansétze
gewihlt: Altere Syntheseansiitze basieren auf einem Reaktionsschritt, der Nuklea-
tions- und Wachstumsphase miteinander vereint und ohne Kristallisationskeime
auskommt [81, 82]. Diese Syntheserouten haben daher héufig mit hohen Polydi-
spersitaten der AuNRs zu kimpfen, da die Reduktion der Precursor aufgrund der
angestrebten kinetischen Reaktionskontrolle der AuNRs deutlich langsamer erfol-
gen muss [83]. Neuere Methoden basieren in der Regel auf der Verwendung von Kris-
tallisationskeimen und der entsprechenden Trennung von Nukleation und Wachs-
tum [23]. Die Synthesemethode der Keime nach LAMER [84] ermdglicht durch die
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Abbildung 2.6 — Schematische Darstellung des Verlaufs der Monomerkonzentrati-
on wihrend der Keimsynthese nach LAMER [84]. W&hrend der Synthese steigt die
Konzentration des Au®-Monomers nach der Zugabe des Natriumborhydrids nahezu
linear an (Phase I). Dabei {iberschreitet die Au’-Konzentration die Sittigungskon-
zentration und es entsteht eine iibersittigte Losung. Durch die weitere Erhéhung der
Monomerkonzentration iiber die kritische Nukleationskonzentration kommt es zur
spontanen Nukleation in Phase II, wodurch die Monomerkonzentration auf einen
Wert unterhalb der Nukleationskonzentration fillt (Phase IIT). Anschliefend wer-
den keine weiteren Keime durch Nukleation gebildet. Es kommt zum Aufwachsen
der verfiigharen Au®-Monomere auf die bereits gebildeten Keime und infolgedessen
zu einer engen Grofenverteilung der Keime.

schnelle Reduktion der Goldvorlauferverbindungen (im Folgenden: Precursor) die
Trennung von Nukleations- und Wachstumsphase und fiihrt zu einer geringen Po-
lydispersitit der thermodynamisch stabilen Keime. Neue Arbeiten an keim-losen
AuNR-Synthesen [85] ermoglichen eine starke Verbesserung dieser Problematik.
Dennoch wurden alle in dieser Arbeit verwendeten AuNRs mithilfe von keimver-

mittelten Syntheserouten synthetisiert.

Der Verlauf der Au’-Monomerkonzentration im Verlauf der Keimsynthese ist sche-
matisch in Abbildung 2.6 dargestellt. Die Synthese der Keime wird durch die schnel-
le Reduktion des Au'''-Precursors zu Au® realisiert (Phase I). Zeitgleich liegt der
dirigierende CTAB-Ligand in einer Konzentration oberhalb der kritischen Mizellen-
konzentration (CMC) von 1 mmol-L ! vor. Das CTAB ist bei dieser Konzentration in
der Lage, elongierte Mizellen zu bilden, die spéter als Templat fiir die elongierten
AuNRs fungieren. Innerhalb dieser Mizellen entstehen die ersten sphérischen Kei-
me in der Nukleationsphase des LAMER-Modells (Phase II). Durch den sofortigen
Verbrauch der Au’-Monomere fillt deren Konzentration zum Ende von Phase I un-

ter die kritische Nukleationskonzentration, weshalb es nicht zur Nukleation neuer
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Keime kommt. Alle weiteren Au’-Monomere wachsen auf die vorhandenen Keime
auf. Durch die schnelle Reduktion des Au"'-Precursors kann die Nukleationsphase
(Phase II) sehr kurz gehalten werden. Durch diesen Effekt kommt es zu einer Tren-
nung der Nukleations- und Wachstumsphase (Phasen II & III) und infolgedessen

zu einer schmalen Groéfenverteilung der Keime.

Die Grofse der Keime hat aufterdem einen starken Einfluss auf das Aspektverhilt-
nis der AuNRs. Kleinere Keime fithren zu einem hoheren Aspektverhéltnis, wohin-
gegen grofse Keime AuNRs mit einem niedrigen Aspektverh&ltnis hervorbringen.

Dieser Effekt zeigt sich stirker bei Keimen mit negativ geladenen Liganden [86].

2.3.2 Nasschemisches Rodwachstum

CTAB ist ein tensidartiger, grenzflichenaktiver Ligand, der durch die Bildung von
elongierten Doppelschichtmizellen als Templat fiir das Rodwachstum fungieren
kann. Zusétzlich vereint CTAB zwei weitere wichtige synthetische Eigenschaften:
Durch die Komplexbildung der quartdren Ammoniumgruppe des CTAB mit dem
Au?t-Ion in dem typischerweise als Precursor verwendeten Goldsduretrihydrat
(HAuCly - 3H50) ist ¢TAB in der Lage, das Redoxpotential des Goldsalzes zu mo-
difizieren. Zusatzlich stellt es wihrend der Synthese Bromidionen zur Verfiigung,
die durch den Austausch der Chloridionen im [AuCly]~-Komplex (Gleichung 2.14)

dessen Reaktivitét beeinflussen [87].

[AuCly]” = [AuCl3Br]” = [AuCleBra]” = [AuClIBr3|” = [AuBr4]” (2.14)

Ein vollstédndig ausgetauschter [AuBrs]~-Komplex hat eine deutlich erhohte Affini-
tét zu dem durch Abgabe des Bromidions gebildeten CTA "-Ton und fiihrt zu einem
[AuBr]CTA-Komplex und zu einer Erhéhung des Redoxpotentials [88]. Neben die-
ser formdirigierenden kinetischen Reaktionskontrolle ist CTAB in der Lage, selektiv
die {100}- und {110}-Facetten der Goldkristalle abzuséttigen [89], weshalb CTAB
sowohl fiir die Synthese von einkristallinen, als auch von penta-twinned AuNRs
verwendet wird. Die Abséttigung der Kristallfacetten féllt dabei unter die thermo-

dynamische Reaktionskontrolle. Gleichzeitig binden Halogen-Anionen bevorzugt
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an die {100}-Facetten der fce-Kristallstruktur und stabiliseren durch die selektive
Absitigung der Kristallfacetten die dufere Kristallform [52, 90, 91].

Gleichung 2.15 zeigt das natiirlichen Gleichgewicht der drei Goldspezies in wéssri-
ger Losung. Folglich kénnen Au?*-Ionen und Au®-Atome in einer Komproportionie-
rungsreaktion zu Au'-Ionen reagieren. Diese Reaktion ermdglicht unter anderem
die Oxidation von elementarem Gold in Form von AuNRs durch die Zugabe von
Au?"-Tonen [88]. Im umgekehrten Fall basiert die Synthese von AuNRs und ande-

ren Goldnanopartikeln auf der Reduktion von Au'-Ionen zu Au®.

At 4 2A0° = 3Au" (2.15)

Anders als wiahrend der Synthese der Keime, in der mit Hilfe von Natriumborhy-
drid Au?t zu Au® reduziert wird, findet in dem Wachstumsprozess der AuNRs
Ascorbinsdure (AA) als Reduktionsmittel Verwendung. Durch die Anpassung des
pH-Wertes kann das Reduktionspotential der Ascorbinséure so eingestellt werden,
dass alle Au®"-Ionen in Lésung zu Au' reduziert werden [92]. Dabei nimmt die
Reduktionsfiahigkeit der Ascobinsdure mit Abnahme des pH-Wertes ab [93, 94].
Fiir eine hohe Monodispersitat darf es zu keinem zusétzlichen Nukleationsschritt
wahrend der Wachstumsphase kommen. Die Einstellung des richtigen pH-Wertes
ist elementar und beeinflusst neben der Reduktionsfdhigkeit der Ascorbinsdure zu-
dem auch die Form [79] und Bindungsstérke [95] der cTAB-Mizellen. Im Anschluss
an die Reduktion des Goldprecursors zu Au™ kommt es durch Autokatalyse an
den Goldoberflachen der Keime zur weiteren Reduktion der Goldionen und zum

entsprechenden Wachstum [96].

Wiéhrend der AuNR-Synthese wird das Wachstum der AuNRs in fiinf Phasen auf-
geteilt [97] (Abbildung 2.7): In Phase I behélt der sphérische Goldnanopartikel
seine Form bei und wéchst anisotrop. Eine erste Anisotropie ist ab einer Grofe
von etwa fiinf Volumenprozent des finalen Rods erkennbar [98|. Ab diesem Punkt
setzt in Phase II das Lédngenwachstum ein, infolgdessen der AuNR nahezu sein fina-
les Aspektverhéltnis bis zu einer Grofe von zehn Volumenprozent erreicht [98]. In
Phase III beginnt das Dickenwachstum, ausgehend von den Kappen des AuNRs,
sodass zwischenzeitlich sogenannte dog-bone-Strukturen nachweisbar sind. Diese
Strukturen werden in der Literatur auch als finales Produkt eines alternativen Syn-

theseweges beschrieben und besitzen interessante plasmonische Eigenschaften [93].
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Abbildung 2.7 — Unterteilung des AuNR Wachstumsprozesses in fiinf Phasen: Pha-
se I beschreibt das isotrope Wachstum der AuNP bis zu einer Grofe von 5vol-%.
In Phase II findet das Langenwachstum statt. Dieses erreicht das finale Aspektver-
héltnis der AulNRs bei 10vol-% der Maximalgrofe. In Phase III beginnt das Di-
ckenwachstum, das zunéchst an den Kappen einsetzt und in einem Zwischenschritt
sogenannte dog bone Strukturen bildet, um in Phase IV das homogene Dickenwachs-
tum abzuschliefen. In Phase V kommt es zur Ausbildung der {110}- und {111}-
Kappenkristallfacetten (vgl. Abb. 2.1), welche die finale Form des AuNR komplet-
tieren. (Adapted with permission from Kyoungweon Park; Lawrence F. Drummy;
Robert C. Wadams; Hilmar Koerner; Dhriti Nepal; Laura Fabris; Richard A. Vaia;
Chem. Mater. 2013, 25, 555-563., doi: 10.1021/cm303659q) Copyright (C) 2013 Ame-
rican Chemical Society [97]

In Phase IV kommt es zur Ausbildung eines homogenen Durchmessers und in
Phase V zur Ausbildung der Kappenfacetten {110} und {111} (vgl. Abb. 2.1). Der
Wachstumsprozess ldsst sich iiber die Abhéngigkeit der I-LSPR von dem Aspektver-
héltnis optisch gut nachverfolgen und wurde in der Literatur nahezu vollumfanglich
untersucht [87, 99].

Neben der Synthesefithrung mithilfe von c¢TAB, der Anderung des pH-Wertes und
der Ascorbinséure, kann iiber die Zugabe von zusétzlichem Silbernitrat die Kristal-
linitdt der AuNRs gesteuert werden. Synthesen mit zusétzlichem Silber erzeugen
einkristalline AuNRs, wohingegen Syntheseansédtze ohne die Zugabe von Silber-
ionen penta-twinned AuNRs erzeugen. Silberionen sittigen wéihrend des Wachs-
tumsprozesses selektiv die {110}-Kristallfacetten der AuNP ab [89], weshalb nach
der Zugabe von Silbernitrat ausschlieflich einkristalline AuNRs synthetisiert wer-
den kénnen. Ohne zusétzliches Silber oder die Zugabe von weiteren dirigierenden
Liganden, entstehen in jedem Fall penta-twinned AuNRs, weshalb alle Standardsyn-
theseprotokolle die Zugabe von Silbernitrat beinhalten [23, 100, 101]. Die Silberio-
nen unterliegen im Abséttigungsprozess der Unterpotentialabscheidung (UPD) [102].
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Dabei kommt es zur Abscheidung der Silberionen auf den {110}-Kristallfacetten
des Goldes, da dieses ein weniger negatives Redoxpotential aufweist als die Silber-
ionen und diese folglich unterhalb des Potentials des edleren Metalls abgeschieden
werden konnen [103]. Durch die Verringerung des [HAuCly|:[AgNOjs]-Verhéltnisses
und die damit verbundene Abséttigung der Kristallfacetten mit Silberionen [104]
kommt es weiterhin zur Reduzierung der Reaktionsgeschwindigkeit und zur Limitie-
rung des maximalen Durchmessers der AuNRs. Die geringere Reaktionsgeschwin-
digkeit reduziert sowohl die Dichte an Fehlstellen auf der AuNR-Oberfliche als
auch die Gesamtzahl der sphérischen AuNP in der finalen Probe [89]. Eine hohe-
re Silber-Konzentration fithrt weiterhin zu einem fritheren Bruch der sphérischen
Symmetrie [105] und zur Ausbildung von [CTA-AgBr|*-Komplexen auf der Ober-
flache [106], die als Verbindungsschicht zwischen Gold und der cTAB-Doppelschicht

fungiert.

2.3.3 Ultrakleine Goldnanorods

Fiir die Verwendung der AuNRs als Energiekonverter in der plasmonischen Pho-
tothermaltherapie benétigen die AuNRs eine méglichst hohe Absorptionseffizienz
im Vergleich zu ihrer Streueffizienz (vgl. Gl. 2.11). Ein hoher Streuquerschnitt, der
mit der Grofe steigt, verringert die PPTT-Effizienz, da das gestreute Licht nicht in
Wiérme umgewandelt werden kann. Daher sind kleine AuNRs, deren Durchmesser
unterhalb von 10nm liegt [107], aufgrund ihrer Absorptionsdominanz besonders

gut fiir PPTT-Anwendungen geeignet.

Wie bereits in Kapitel 2.3.2 beschrieben, hdngen die finale Groke und das Aspekt-
verhéltnis direkt mit der Wahl des Verhéltnisses der einzelnen Edukte zusammen.
Ein niedriges Verhiltnis aus Keimen und Au®"-Ionen fiihrt beispielsweise zu ver-
héltnisméfkig grofen AulNRs, wohingegen mehr Keime bei gleicher Goldmenge zu
kleineren AuNRs fithren. Zusétzlich ist es sinnvoll, sehr kleine Keime zu verwen-
den, da somit die Maximalgrofe limitiert werden kann. Fin hohes Ligand-zu-Ober-
flichen-Verhéltnis sdttigt frithzeitig die entscheidenden Kristallfacetten ab und

hemmt das Dickenwachstum.

20



2.3 Grundlegende Synthesemethoden
2.3.4 Grundlagen der Formmodifikation

Die hohe Zahl an Parametern in der AuNR-Synthese und die Empfindlichkeit der
spektralen Lage der [-LSPR sind die Hauptgriinde fiir die schlechte Reproduzier-
barkeit der Synthese von AuNRs [70]. Da die Lage der I-LSPR fiir die meisten An-
wendungen grundlegend ist, sind Methoden zur post-synthetischen Modifikation
der [-LSPR unabdingbar. Einige dieser Methoden basieren auf der Reduzierung des
Aspektverhéltnisses bei gleichem Partikelvolumen. Dies wird in der Regel durch
Krafte der Oberflichenspannung in Folge von LASER-induzierten Schmelzprozes-
sen oder Oberflachenumlagerungen erreicht [108, 109]. Durch geschickte Wahl der
Anregungswellenlége kann zudem die Grofenverteilung um ein Aspektverhéltnis

minimiert werden [110].

Zusitzlich kénnen die AuNRs iiber nasschemische Atzprozesse formmodifiziert wer-
den. Dabei sind die Kappen der AuNRs durch die diinnere Belegung mit Liganden
sowie die hohere Reaktivitdt durch stérkere Kriimmung der Kristallfacetten anfél-
liger fiir Atzprozesse, sodass es in der Regel zu einer Reduzierung der Lénge bei
konstantem Durchmesser kommt, solange die Nanopartikel ein Aspektverhéltnis
grofer eins aufweisen. Verschiedene Oxidationsmethoden der Au’-Atome an den

I nutzen Sauerstoffgas [111] bei saurem pH-Wert, Wasser-

Kappen zu Au! oder Au
stoffperoxid [112, 113] oder Natriumnitrit in Kombination mit Ammoniumbromid
und Salzséure [107]. Aufgrund der sehr starken oxidativen Wirkung insbesondere
auf organische Komponenten, kommt es bei der Verwendung von Sauerstoff und
Wasserstoffperoxid neben der gewilinschten Oxidation des Goldes zusétzlich zur
Beschiadigung der organischen Komponenten, wiahrend die Methode mit Natrium-

nitrit zu einer Kontamination der AuNRs fiihrt.

Ein Losungsansatz basiert auf den Arbeiten von HALAS [114| und L1Z-MARZAN [8§],
in denen die Komproportionierung zwischen Au’ und Au'! (vgl. Kap. 2.3.2) in
Anwesenheit von CTAB an sphérischen AuNP als milde Oxidationsmethode ein-
gesetzt wurde. Die Anwendung der Komproportionierung fiir die Verkiirzung von
AuNRs war vielversprechend und zeigte die Abnahme der Lange bei konstantem
Durchmesser [115], wurde jedoch nur ansatzweise diskutiert und nicht vollstéandig

umgesetzt.

Diese Dissertation enthélt eine detaillierte Studie zur systematischen Manipula-
tion der [-LSPR durch schnelle Formmodifikation unter milden Oxidationsbedin-

gungen und diskutiert neben der reproduzierbaren Feinjustierung der [-LSPR die
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Erweiterung des spektralen Anwendungsbereiches. Insbesondere die Herstellung
von AuNRs mit einer [-LSPR unterhalb von 600nm mit zwei klar voneinander
trennbaren LSPR-Banden stellt eine interessante Moglichkeit dar und ist fiir viele
Anwendungen, wie zum Beispiel die Plasmon-Exziton-Wechselwirkung von Gold
mit halbleitenden Nanopartikeln zur Manipulation der Fluoreszenzeigenschaften

der Nanomaterialien, interessant.

2.3.5 Silikaverkapselung

Die Verkapselung von AuNRs mit einer Silikaschale aus polymerisiertem Siliciumdi-
oxid (SiO,) stellt eine Moglichkeit dar, die effektive Toxizitét der CTAB-Liganden
auf ein biologisches System auf ein Minimum zu reduzieren und die AuNRs da-
mit fiir biologische Anwendungen verwendbar zu machen [116-118|. Dabei erfolgt
die Verkapselung iiber die Zugabe von Tetraethylorthosilikat (TEOS) in wéssriger
Losung nach der Methode von STOBER [119]. Zunéchst kommt es zur basenka-
talysierten Hydrolyse des TEOS und anschlieftend zur Kondensation des Hydro-
lyseproduktes zu Polykieselsdure. Durch weitere Kondensationsschritte kann die
Polykieselsédure dreidimensional vernetzt werden, weshalb es zur Verkapselung der
AuNRs kommt [120]. Mithilfe der AuNR-Konzentration, die aus der Messung der
optischen Dichte und der Lage der I-LSPR bestimmt werden kann [121, 122], sowie
der absoluten Grofe der AuNRs ist die Berechnung der Gesamtoberflache méglich.
Die Dicke der Silikaschale kann somit {iber die Zugabemenge des TEOS berechnet

und entsprechend eingestellt werden.

Der in der AuNR-Synthese verwendete CTAB-Ligand dient im Laufe des Verkapse-
lungsprozesses als organisches Templat. Durch den vorherigen Ligandenaustausch
von CTAB zu einem Polyethylenglycolderivat (PEG) konnen die Dichte der Sili-
kaschale erhoht und die Porésitidt der Oberfliche minimiert werden [123]. Liegt
die cTAB-Konzentration wahrend der Verkapselung oberhalb der cmc, kommt
es zuséatzlich zur Verkapselung der CcTAB-Mizellen. Diese sind in einer transmis-
sionselektronischenmikroskopischen Aufnahme als sphérische Silikakugeln sicht-
bar [123]. Die cMC von CTAB in Wasser liegt bei 0.93 mmol-L ! [124]. Die Hydro-
xylgruppen auf der Oberflache des Silikanetzwerkes ermoglichen im Anschluss an
die Verkapselung die einfache Funktionalisierung der Silikaoberfliche durch ver-

briickende Kondensation.
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2.3.6 Ligandenaustausch

Eine weitere Methode zur Erhéhung der Biokompatibilitdt der AulNRs ist der
Ligandenaustausch von CTAB gegen Carboxythiolethylenglycol (CT(PEG)12). Die
endstdndige Thiolgruppe besitzt eine hohe Bindungsaffinitit zu Gold und ist da-
her in der Lage, CTAB als Liganden zu verdriangen [125]. Die Doppelschicht des
CTAB verhindert jedoch sterisch den direkten Austausch aller Liganden, weshalb
Standardprotokolle zum Ligandenaustausch an AuNRs mindestens 24 h Austausch-
zeit bendtigen [126, 127| und trotzdem keinen vollstdndigen Austausch gewéihrleis-
ten [128]. Ein moglicher Losungsansatz fiir einen dennoch vollsténdigen Liganden-
austausch basiert auf den Arbeiten von GOODING [129], in denen das Kaliumsalz
von Bis-(p-sulfonatophenyl)phenylphosphindihydrat (BSpP) fiir einen temporiren
Ligandenaustausch verwendet wird, da es aufgrund seiner besonderen sterischen
Anordnung die Doppelschicht des cTAB durchdringen und assoziativ an die Gold-
oberfldche binden kann. Aufgrund seiner geringeren sterischen Abschirmung kann
BSPP anschliefsend durch CT(PEG)2 ausgetauscht werden. Die zusétzliche endstén-
dige Carboxylgruppe des CT(PEG )12 ermdglicht die weitere Funktionalisierung der
PEG-Hiille durch Veresterung.

Die hohe Bindungsstéirke der Thiolgruppe zur Goldoberflache der AuNRs macht
das ausgetauschte Produkt unempfindlicher gegen weitere chemische Reaktionen.
Der Nachweis fiir einen erfolgreichen Austausch erfolgt iiber Atzversuche mit Ka-

liumcyanid [130].

4Au + 8CN™ + Oy = 4[Au(CN),]” +40H" (2.16)
Die Cyanidionen sind in der Lage, Goldatome durch die Bildung eines [Au(CN),| -
Komplexes in wiassriger Umgebung in Losung zu bringen [131]. Die geringe Bin-
dungsstéirke der cTAB-Molekiile zur Goldoberflache vor dem Austausch begiinstigt
das Auflésen der Goldatome durch die Bildung des Goldcyanid-Komplexes, wo-
hingegen die PEG-Hiille den AuNR deutlich erfolgreicher vor dem Cyanid schiitzt.
Durch die geringere Ligandendichte an den Kappen des AuNR, erfolgt der Beginn
des Atzprozesses vorwiegend dort. Die Beobachtung der verbleibenden AuNR-Kon-
zentration wihrend des Atzprozesses mit Cyanid erfolgt iiber die Messung der
optischen Dichte der [-LSPR. Gleichung 2.16 zeigt die Reaktionsgleichung fiir die
Oxidation der AuNRs.
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Alternativ kann der Nachweis des Austauscherfolges iiber induzierte Aggregation
der nicht oder nur unvollstindig ausgetauschten AuNRs durch Erhéhung der Salz-
konzentration von NaCl oder Dithiothreitol (DTT) erfolgen [132, 133]. In diesem
Fall sind AuNRs nach einem erfolgreichen Ligandenaustausch unempfindlicher ge-

gen induzierte Aggregation.

2.4 Medizinische Verwendung von Goldnanorods

AuNRs finden seit Beginn des 21. Jahrhunderts auf verschiedene Weisen in der
Medizin Verwendung. Die Detektion von kanzerogenem Gewebe [134, 135] sowie
der thermosensitive Arzneimitteltransport [136, 137| in einem sogenannten drug-
carrier-System sind dabei nur Beispiele der vielfdltigen medizinischen Anwendbar-
keit. Eine der vielversprechendsten Moglichkeiten stellt jedoch die Verwendung in
der plasmonischen Photothermaltherapie (PPTT) dar [30, 138-141], deren Ansétze
auf die Hyperthermie - die Erzeugung von lokalen Temperaturmaxima (hot spots) -
zuriickgehen. Dort fungieren die AuNRs als plasmonischer Energiekonverter von
elektromagnetischer Strahlung in Warme und erzeugen einen Temperaturanstieg
im betroffenen Gewebe [142], der zum Absterben der Zellen und im besten Fall

zum Absterben des Tumorgewebes fiihrt.

Aktuelle medizinische Ansétze fiir die Therapie von kanzerogenem Gewebe zielen
auf die Bekdmpfung von Tumorzellen oder die Reduzierung der Teilungshaufigkeit
von Krebszellen und damit die Reduzierung der Wachstumsrate ab. Die in der
Chemotherapie verwendeten Zytostatika storen beispielsweise die Zellteilung aller
Zellen im Korper, was sich besonders stark auf Krebszellen auswirkt, da diese eine
hohe Teilungsrate besitzen [143]. Dennoch treten Nebenwirkungen wie Haarausfall
oder Durchfall haufig auf, da alle Teile des Korpers mit dem Zytostatikum in
Kontakt kommen. Sollte die zu behandelnde Krebsart jedoch Metastasen bilden,
die nicht mehr lokal, sondern iiber den ganzen Korper verteilt auftreten, ist eine
unspezifische und delokalisierte Behandlungsmethode wie eine Chemotherapie von
Vorteil. Aufgrund der starken chemischen Belastung des Korpers und der starken
Nebenwirkungen ist die Chemotherapie hiufig der letzte Schritt in einer langen

Reihe von medizinischen Therapien [143].

Ist der Tumor an einem bestimmten Organ lokalisiert, wird héufig vor der Erwa-

gung einer Chemotherapie eine Radiotherapie durchgefiihrt [144]. Dabei kommt
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es zu einer lokalen Bestrahlung des kanzerogenen Gewebes mit hochenergetischer
Strahlung (Rontgen- oder radioaktive Strahlung), die zu einer Zerstorung des Tu-
mors fiihren soll. Radioaktive Strahlung wird h&ufig in der internen Strahlungsthe-
rapie verwendet und bedingt die Internalisierung einer umschlossenen radioaktiven
Strahlungsquelle in den Kérper. Rontgenstrahlung kann in der externen Strahlungs-
therapie mithilfe von medizinischen Teilchenbeschleunigern erzeugt werden. Beide
Methoden verursachen schwere Zellschdden im umgebenden Gewebe, weshalb die
notige Strahlungsdosis héufig durch die Kombination mit einer Form der Hyper-
thermie reduziert wird [145]. Die Radiotherapie beruht auf der Idee, mit Strahlung
in den menschlichen Korper einzudringen und dort - durch die hohe Energie dieser

Strahlung - Zellschdden im Tumor hervorzurufen.

Die Moglichkeiten der modernen Chemie, bezogen auf die monodisperse Synthese
von Nanostrukturen verschiedener Materialien, ermdéglicht die Revolutionierung
der Krebstherapie durch den Einsatz von nanoskaligen Energiekonvertern und
wird daher auch als Nanothermaltherapie bezeichnet [146]. Nanokristalle aus Ei-
senoxid oder Gold sind in der Lage, externe Strahlung durch ihre magnetischen
und optischen Eigenschaften in Warme umzuwandeln und somit Warme dort zu
erzeugen, wo es zur Konzentration der Partikel kommt. Die lokale Erhohung der
Temperatur fiithrt zu einer Minimierung der Zellschiadigung des umgebenden Gewe-
bes und damit zu weniger Nebenwirkungen. Eisenoxidnanopartikel erzeugen durch
Anlegen eines duferen magnetischen Feldes Wérme [147], wihrend Goldnanokris-
talle elektromagnetische Strahlung abhéngig von ihren plasmonischen Eigenschaf-
ten in Wéarme umwandeln (vgl. Kap. 2.2.3). Dabei findet keine Schiadigung des
umgebenden Gewebes statt, in welchem keine Nanopartikel angereichert wurden,
da dieses fiir elektromagnetische Strahlung innerhalb des Transparenzfensters der
menschlichen Haut und Magnetfelder nahezu transparent ist. Aufgrund des ho-
heren Redox-Potentials des Goldes, seiner einfachen Funktionalisierbarkeit {iber
Thiolgruppen und der hoheren Effizienz bei der Warmeerzeugung, bieten Goldna-
nokristalle viele Vorteile gegeniiber den ebenfalls in der Forschung verwendeten
Eisenoxidpartikeln [148]. In der aktuellen Literatur gibt es zudem Machbarkeits-
studien zu Eisenoxid-Gold-Hybridstrukturen, die durch die Nutzung magnetischer
und plasmonischer Wéarmeerzeugung eine geringere Partikelkonzentration in der

medizinischen Anwendung benétigen [149-151].

Abbildung 2.8(A) zeigt die Extinktionsverldufe von Wasser und Hémoglobin im

sichtbaren bis nahinfraroten Spektralbereich. Es zeigt sich im Bereich des biologi-
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Abbildung 2.8 — (A) Gezeigt ist die logarithmische Auftragung der dispersiven Ex-
tinktionskoeflizienten fiir Wasser und H&moglobin, mit und ohne gebundenem Sau-
erstoff. Es ergibt sich ein Minimum der Gesamtextinktion im sogenannten Trans-
parenzfenster der menschlichen Haut zwischen 650 und 900nm. (B) Gezeigt sind
die Extinktionsspektren von sphérischen Goldnanopartikeln (rot) und elongierten
Goldnanorods (schwarz). Die LSPR von sphérische Goldnanopartikeln liegt bei etwa
520 nm. Goldnanorods bilden aufgrund ihrer besonderen Geometrie (vgl. Kap. 2.2.3)
zwei plasmonische Resonanzen aus. Die longitudinale LSPR kann dabei abhingig von
dem Aspektverhéltnis der AuNRs in das Transparenzfenster der menschlichen Haut
verschoben werden. ((A) Adapted with permission from Hisataka Kobayashi; Mikako
Ogawa; Raphael Alford; Peter L. Choyke; Yasuteru Urano; Chem. Rev. 2010, 110,
2620-2640. doi: 10.1021/¢r900263;) Copyright (© 2009 American Chemical Socie-
ty [29]

schen Transparenzfensters zwischen 650 nm und 900 nm ein Minimum der Summe
der Extinktionskoeffizienten. Dieser Effekt ermoglicht eine besonders hohe Ein-
dringtiefe fiir elektromagnetische Strahlung. In Abbildung 2.8(B) werden das Ex-
tinktionsspektrum eines sphérischen Goldnanopartikels mit dem eines AuNRs ver-
glichen. Durch die unterschiedliche Plasmonik zeigen sphérische Goldnanopartikel
ihr Extinktionsmaximum bei etwa 520 nm, wohingegen AuNRs ihr Extinktionsma-
ximum im niederenergetischen Bereich aufweisen. Die Verwendung von elektroma-
gnetischer Strahlung fiir plasmonische Photothermaltherapie (PPTT) ist vor allem
aufgrund des Transparenzfensters der menschlichen Haut im Bereich von 650 bis
900nm (griin markiert) besonders effizient [29]. Abbildung 2.9 zeigt den Zusam-
menhang der [-LSPR mit dem Aspektverhéltnis (vgl. Kap. 2.2.3) der AuNRs. Da-
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Abbildung 2.9 — Gezeigt ist der lineare Zusammenhang zwischen der Wellenlan-
ge der [-LSPR und dem Aspektverhéltnis von AuNRs (schwarze Punkte) berechnet
iiber das Absorptions- und Streuverhalten unterschiedlicher AuNR-Geometrien per

DDSCAT sowie die Lage des Transparenzfensters der menschlichen Haut zwischen 650
und 900 nm (vgl. Abb. 2.8).

mit das Extinktionsmaximum der AuNRs im Transparenzfenster der menschlichen

Haut liegt, bendtigen diese ein Aspektverhéltnis zwischen 2.5 und 4.5.

In aktuellen klinischen Studien werden anstelle von AuNRs Silika-Gold- (Kern-
Schale-) Strukturen verwendet [152-156], bei denen die plasmonische Resonanz
iiber das Dickenverhéltnis der Goldschale zum Silikakern in das Transparenzfenster
der menschlichen Haut verschoben wird [157]. Durch den einfachen Syntheseprozess
der etwa 150 nm grofsen Kern-Schale-Partikel, konnten diese einfach monodispers
hergestellt [158] und als Grundlage fiir spétere klinische Studien, entsprechenden
Toxizitétstests unterzogen werden [159, 160]. Eine erste Pilotstudie mit dem Au-
roLase™ System der Firma Nanospectra Biosciences war 2009 in den Vereinigten
Staaten sehr vielversprechend (clinicaltrial.gov Identifier: NCT00848042) und bil-
dete die Grundlage fiir weitere klinische Studien zur Erforschung der Effizienz des
Einsatzes dieser Methode gegen Prostatakrebs [161, 162| (clinicaltrial.gov Identi-
fier: NCT02680535).

Prinzipiell sind AuNRs aufgrund ihres hohen Extinktionskoeffizienten der I-LSPR
und der damit einhergehenden héheren Effizienz in der Energieumwandlung besser
fiir die medizinische Anwendung in der PPTT geeinigt [148, 163]. Ein weiterer Vor-
teil der AuNRs gegeniiber den Silka-Gold Strukturen ist die Moglichkeit, die Grofe

der Gesamtstruktur weiter zu reduzieren. Dies erhoht die Absorptionseffizienz und
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verringert den Streuanteil im Extinktionsspektrum (vgl. Kap. 2.2.3). Gleichzeitig
wird die Spezifitdt der Aufnahme durch Zellen mit abnehmender Gesamtgrofe
stark erhoht, da die Zell-Aufnahme von kolloidalen Partikeln mit abnehmender
Grofe stiarker durch Diffusion kontrolliert wird [164]. Durch die lange Vorlaufzeit
der Toxizitdststests und Unbedenklichkeitsstudien neuer Nanostrukturen fiir die
medizinische Anwendung [165], sowie die aufwéndigere Synthese, finden aktuell

noch keine klinischen Studien auf Grundlage der Verwendung von AuNRs statt.

2.4.1 Energieumwandlung und Wairmeerzeugung

Die Anregung der AuNRs mit elektromagnetischer Strahlung ist im Detail in Ab-
bildung 2.10 dargestellt. Das oszillierende elektromagnetische Feld regt die Elek-
tronenwolke des AulNRs kollektiv zur Schwingung an. Die Ausbildung des lokali-
sierten Oberflichenplasmons erfolgt nahezu instantan und hat eine Lebensdauer
zwischen 1 und 50 fs [166-168|. Dabei besitzt die Oszillation der Elektronen durch

1. Plasmon
(1-50 fs) 4. Direkter Tem-

peratur-Anstieg
AuNR (10-30 ps)

2. e” Streuung
(>100 fs)

NIR
Elektronen ("3 e-phonon
nog Kopplung
(1-10 ps)

5. Abschluss
Dissipation

(30-100 ps)

6. Temperatur-Gleichgewicht
mit Umgebung (>100 ps)

Abbildung 2.10 — Bei der Bestrahlung eines AuNRs mit elektromagnetischer Strah-
lung kommt es im ersten Schritt zur Ausbildung eines lokalisierten Oberfléchenplas-
mons, also der kollektiven Oszillation der Elektronenwolke. Diese Oszillation hat
eine Lebensdauer von 1-50 fs. In Folge der Elektronenoszillation kommt es auf einer
Zeitskala von 100 fs zur Wechselwirkung der Elektronen untereinander (Elektronen-
streuung) und anschliefend im Bereich von einigen Picosekunden zur Kopplung der
Elektronen an das Gitter (Elektron-Phonon-Kopplung). Ein erster Temperaturan-
stieg innerhalb des AuNRs in den ersten 10-30ps ist die Folge. Die Umwandlung
der Schwingunsenergie in Warme (Dissipation) ist nach 30-100 ps abgeschlossen und
fithrt zu einem Temperaturgleichgewicht des AuNRs mit dem umgebenden Medium
nach mehreren 100 ps.
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die starke Streuung der Elektronen untereinander eine hohe Dampfungskonstan-
te. Wahrend der kollektiven Oszillation kommt es auf einer Zeitskala von mehre-
ren 100fs zur Kollision der Valenzelektronen [169-172], die auch Elektronen-Elek-
tronen-Streuung genannt wird. Auf einer deutlich ldngeren Zeitskala im Bereich
von 1-10 ps [173, 174] koppeln die gestreuten Elektronen an sogenannte Phononen
an (Gitterschwingungen des Goldkristalls). Durch die Ubertragung der Elektro-
nentemperatur auf das Gitter, kommt es nach 10-30ps zu einem tatséchlichen
Temperaturanstieg [172, 174, 175] und im Anschluss zur kompletten Dissipation
(Umwandlung der Oszillationsenergie in Wérme) nach etwa 100 ps [174, 176, 177].
Nach dem Anstieg der Temperatur des AuNRs folgt der Energietransfer auf das
umgebende Medium. Ein Gleichgewicht der Temperaturen hat sich nach mehreren
100 ps eingestellt [172].

2.4.2 Suspensionszellen

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten murinen Zelltyp BaF3/gp130/IL6R/TNF han-
delt es sich um Suspensionszellen. Sie gehoren zu den pra-B-Zelllinien und wurden
sowohl mit der ¢cDNA des humanen Gylocoproteins 130 (gp130), dem humanen In-
terleukin-6-Rezeptor (IL6R) als auch dem Tumornekrosefaktor (TNF) transfiziert.
Die spezifische Wechselwirkung des IL6R mit dem Aptamer AIR3A wird durch eine
Dissoziationskonstante von Kq = 19.74+4.2 nmol-L! mittels eines Filterbindungs-
tests charakterisiert. Das Aptamer wurde von der Gruppe um HAHN spezifisch
fiir den 1L6-Rezeptor selektiert. [178]. Die hohe Spezifitdt der Rezeptor-Aptamer-
Wechselwirkung macht den Zelltyp interessant fiir Experimente der spezifischen

PPTT.

2.4.3 Endozytose

Die Aufnahme von Nanopartikeln durch die BaF3-Zellen (eukaryotische Zellen)
kann auf vier unterschiedliche Arten der Endozytose erfolgen, von denen zwei fiir
die hier beschriebenen Experimente von Relevanz sind. Die unspezifische Aufnah-
me solcher Partikel erfolgt mittels Phagozytose. Dabei umschliefit die Zelle durch
Formveréinderung den aufzunehmenden Partikeln und verleibt sich diesen ein. Ein
Teil der eingestiilpten Zellmembran wird abgenabelt und es kommt zur Entste-

hung eines intrazelluldren Vesikels (Endosom), der einen Durchmesser von bis zu
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750 nm erreichen kann [179]. Diese Art von Vesikelbildung dient der korpereigenen
Immunabwehr zur Bekimpfung pathogener Mikroorganismen oder der Verdauung
bereits abgestorbener (apoptotischer) Zellen. Im Korper eines erwachsenen Men-
schen kommt es téglich zur Phagozytose der Uberreste von 200 bis 300 Milliarden
abgestorbenen Zellen [180].

Durch die Wechselwirkung der Nanopartikel mit einem Rezeptor auf der Oberfla-
che der BaF3-Zellen kann es zur Clathrin-vermittelten Endozytose kommen. Der
Prozess der Einstiilpung der Zellmembran durch die spezifische Interaktion eines
Rezeptors mit einem entsprechenden Liganden wird durch das Protein Clathrin
auf der Innenseite der Zellmembran eingeleitet und verstdrkt [181]. Das Protein
Clathrin induziert als Reaktion auf Rezeptor-Wechselwirkungen eine Signalkaska-
de zur Einstiilpung der Zellmembran, die dhnlich wie bei der Phagozytose zur
Bildung von Endosomen fiithrt. Diese konnen einen Durchmesser von bis zu 100 nm
erreichen [182]

Sowohl bei der Phagozytose als auch der Clathrin-vermittelten Endozytose wer-
den mehrere Endosomen miteinander vereint. Dabei werden Endosomen auch als
pralysosomale Vorstufe betrachtet (frihe Endosomen). Wahrend der Vereinigung
mehrerer Endosomen kommt es zudem zum Absinken des pH-Wertes, das eine
Ablésung der an Rezeptoren gebundenen Nanopartikel bewirkt. Die Ablosung er-
moglicht den Transport der in den Endosomen befindlichen Rezeptoren zuriick an
die Oberfliche der Zelle. Durch Vereinigung der bereits miteinander fusionierten
Endosomen (spdte Endosomen) mit einem Lysosom, werden weitere Verdauungs-
enzyme zur Verfigung gestellt und der pH-Wert weiter abgesenkt. Abschliefend
kommt es zur Exozytose der in den Lysosomen befindlichen Nanopartikel durch die
Verschmelzung mit der Zellmembran und in Folge zum erfolgreichen Stofftransport

aus der Zelle heraus.

2.4.4 Zelltod

Der Tod einer Zelle kann auf zwei verschiedenen Mechanismen basieren: Der pro-
grammierte Zelltod (Apoptose) wird genetisch gesteuert und setzt ein, sobald Zell-
schidigungen durch Kontrollmechanismen erkannt werden. Dabei kommt es zum
aktiven Abbau der Zelle iiber die Bildung von Vesikeln, die von Makrophagen ver-

daut werden konnen. Charakteristisch ist neben der Bildung von extrazelluldren
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Vesikeln die Verringerung des Zelldurchmessers. Bei dem Einsetzen des Zelltods auf-
grund von dufseren Einfliissen (Nekrose), wie starker Hitze, Strahlenschdden oder
Vergiftung, kommt es zum passiven Verlust von essentiellen Zellfunktionen, die
beispielsweise fiir den Ionentransport durch die Zellmembran verantwortlich sind.
Durch den gestorten Ionenhaushalt und die entsprechenden osmotischen Folgen,
kommt es charakteristischerweise zu einem Anschwellen der Zelle und anschlie-
fsend zur vollstdndigen Lyse. Eine gingige Methode zum Nachweis von Nekrose ist
die Trypanblaufirbung [183|. Eine intakte Zellmembran verhindert die Diffusion
des Trypanblaus in die Zelle. Beim Verlust dieser Fahigkeit durch Nekrose wird
die Zelle blau eingefdarbt. Die Einfarbung erfolgt im Falle eines spontanen Integri-
tatsverlustes durch die hohe Diffusionsgeschwindigkeit des Trypanblau in einem

Zeitrahmen von etwa 2 [184].

Die starke Erhohung der Zelltemperatur durch photothermale Effekte fithrt in der
Regel zu einem passiven Kontrollverlust der Zelle und damit zur Nekrose, wohinge-
gen ein milder Temperaturanstieg um wenige Kelvin zum aktiven Abbau der Zelle
fithren und damit als apoptotisch beschrieben werden kann [185|. Zelltod durch
Apoptose vermeidet wihrend der Anwendung durch die leichte Verdauung der
apoptotischen Vesikel Entziindungreaktionen im Korper, kann aber zur Entwick-
lung von Resistenzen fithren [186|. Nekrose 16st in jedem Fall Entziindungsreaktio-
nen im Korper aus, da die Zelle nicht verniinftig abgebaut wird. Die Unterscheidung
zwischen Nekrose und Apoptose ist mit Hilfe von entsprechenden Nachweismetho-
den standardisiert, erfolgt jedoch immer in einem extra Analyseschritt. Fiir ein tie-
fes Verstdndnis der Methode und des Zelltods wéhrend der Anwendung der PPTT,
wére es von Vorteil das Verhalten der Zelle Schritt fiir Schritt nachzuvollziehen

und zwischen den beiden Arten des Zelltods zu unterscheiden.

2.4.5 Spezifische plasmonische Photothermaltherapie

Der IL6R bindet mit einer hohen Dissoziationskonstante an das Aptamer AIR3A.
Dieses ist jedoch nicht in der Lage, den IL6R nachhaltig zu blockieren, sondern wird
mit dem Rezeptor internalisiert. Durch das Koppeln des Aptamers an Nanoparti-
kel kann diese Methode fiir die spezifische Internalisierung von AuNRs verwendet

werden.

Die Kopplung des Aptamers AIR3A erfolgt {iber die Bildung einer Amidbindung

durch Kondensation zwischen einer primiren Amingruppe des Aptamers mit der
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durch PEGylierung entstandenen Carboxylgruppe der biofunktionalisierten AuNRs
(vgl. Kap. 2.3.6). Die Kopplung beruht auf der Aktivierung der Carboxylgruppe
durch die zweistufige Veresterung mit 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodi-
imid (EDC) zu O-Acylisoharnstoff und anschliefend mit Sulfo- N-Hydroxysuccin-
imid (S-NHS) zu einem NHs-Ester. Im finalen Schritt reagiert die aktivierte Carb-
onsédure mit dem priméren Amin des Aptamers zu einer Amidbindung und fiihrt

zur Verbriickung der beiden Edukte.

Durch die Moglichkeit der spezifischen Internalisierung von AulNRs in lebende Zel-
len kann der Effekt der PPTT fiir unspezifische und spezifische Systeme verglichen
werden. Die spezifische Aufnahme von Energiekonvertern ist aus medizinischer
Sicht insofern von groften Interesse, als dass eine spezifische Interaktion zwischen
Energiekonvertern und Krebszellen im Organismus langfristig die Behandlung von
Metastasen stark vereinfachen kann. Durch die genaue Lokalisierung des Tumors
mit bildgebenden Verfahren kann der Tumor biopsiert werden. Beim Auftreten
von Metastasen hingegen wére eine spezifische Wechselwirkung eines Wirkstoffes
im Blutkreislauf mit den Krebszellen an unterschiedlichen Stellen im Organismus

von grofsem Vorteil.

Diese Dissertation enthélt detaillierte Studien zu dem Verhalten einzelner mit
AuNRs inkubierter BaF3-Zellen wihrend der Bestrahlung mit einem LASER. Dabei
wurde das Ergebnis der unspezifischen Zellaufnahme mit spezifischer Wechselwir-
kung in einem Modellsystem verglichen. Beobachtet wurden neben der Verdnde-
rung der Zellgrofte tiber die Zeit vor allem die Entwicklung der Farbséttigung mit

Trypanblau wéhrend des Zelltodprozesses.
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3.1 Verwendete Chemikalien & Gerate

Tabelle 3.1 — Auflistung aller verwendeter Chemikalien sowie deren Hersteller und

Reinheiten (Konzentrationen).

Chemikalie Hersteller ?;::;Eﬁtra tion)
BSPP Sigma-Aldrich 97 %
CA(PEG)12 Thermo Scientific 100 %
CTAB Acros Organics 99 %
CT(PEG)12 Thermo Scientific 100 %
DTT Fluka, >99.99 %
EDC Thermo Scientific 100 %
Kaliumchlorid Fluka >99.95%
Kaliumcyanid Merck >99.9%
Kaliumdihydrogenphosphat Griissing >99.9 %
L(+)-Ascorbinséure J.T Baker 99.5 %
MES Sigma Aldrich >99 %
Natriumborhydrid Merck 96 %
Natriumchlorid J.T. Baker =99 %
Natriumhydrogenphosphat Merck >99 %
Natriumoleat TCl >97%
Salpetersiaure Sigma-Aldrich 65 %
Salzsaure Sigma-Aldrich 37 %
Silber(I)nitrat ACS 99.9 %
S-NHS Sigma-Aldrich >98 %
TEOS Sigma-Aldrich 98 %
TMOS Merck 42 wt-% in HyO
Tetrachloridogoldsdure-Trihydrat Alfa Aesar 99.99 %
TPED Arcos 97 %
Tween20 Sigma-Aldrich 100 %
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Tabelle 3.2 — Auflistung aller verwendeter Puffer sowie deren Zusammensetzung

Puffer Zusammensetzung

MES 0.1mol-Lt mES, pH5.3

1.37mol-L* NaCl,
27.0 mmol-L'! KCI,

PBs (10x) 100 mmol-Lt Nay,HPOy,
17.6 mmol-L' KH,PO,,
pH7.4

T-1
pBS (10x) 100 mmol-L 't Na,HPO,,

17.6 mmol-L' KH,PO,,
pH7.4

10 mmol-Lt Tris-HCI,
0.05% Tween 20, pH&.0

(mit reduziertem Salzgehalt)

Tris-HCI (Tween 0.05%)

Alle TEM-Messungen wurden von Stefan WERNER an einem Philips ¢M300 mit
300kV sowie von Jannik REBMANN und Tobias REDDER an einem Jeol JEM-1011

mit 100kV aufgenommen.

Die Ultrazentrifuge der Arbeitsgruppe TIDOW stammt von der Firma BECKMANN-
COULTER mit einem Rotor des Typs JA 25.50.

3.2 Experimentelles Design

3.2.1 Synthese von Goldnanorods

Alle Glasgeridte wurden vor der Verwendung mit aqua regia, bestehend aus HCI
(37 %) und HNO3 (65 %) im Verhaltnis 3:1 gespiilt. Das verwendete dd min. Wasser
entstammt der Reinstwasseranlage MERCK Millipore Milli-Q. Die Ascorbinsédure-
und Silber(I)nitratlésungen wurden jeweils frisch angesetzt, wihrend die CTAB- und
Natriumoleatlosungen langzeitstabil sind. Goldséuretrihydrat in Wasser bleibt un-
ter Lichtausschluss und bei 4 °C laut Literatur etwa 12 Monate stabil [70]. Jeglicher

Kontakt der Silberlésung mit Metallinstrumenten ist zu vermeiden.

Die optischen Daten von sechzehn AuNR-Proben mit unterschiedlichen Aspekt-
verhéltnissen und absoluten Groéfsen bilden die Grundlage einer Kooperation mit

der Gruppe um KOHLER von der Technischen Universitat [lmenau, die im August
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2018 unter dem Titel ,Single-Photon-Single-Electron Transition for Interpretati-
on of Optical Spectra of Nonspherical Metal Nanoparticles in Aqueous Colloidal
Solutions” in einer gemeinsamen Verdffentlichung miindete [33]. Dabei bilden die
optischen Daten von nicht-sphérischen Metallnanopartikeln in wéassrigen Losungen

die Grundlage zur Interpretation der optischen Spektren.

Synthese von AuNRs mit einem Durchmesser > 10 nm

Die Synthese der AuNRs mit einem Durchmesser grofer als 10 nm basierte auf den
Arbeiten der Gruppe von MURRAY [101]. Dabei wurde die Variation des Aspekt-
verhéltnisses iiber die verschiedenen Konzentrationen und Volumina der Edukte in
der Wachstumslosung der AuNR-Synthese erreicht (vgl. Kap. 2.3.2). Tabelle 3.3
zeigt eine Ubersicht der eingesetzten Eduktkonzentrationen- und volumina der in

dieser Arbeit verwendeten Proben.

Tabelle 3.3 — Auflistung der verwendeten Eduktkonzentrationen und -volumina in
der Wachstumslosung fiir die Synthese von AuNRs mit unterschiedlichen Aspekt-
verhéltnissen

AR ¢(CTAB) ¢(NaOL)  V(AgNOjz) V(HCl) V(aa)

3.3 47mmol-L!  8mmol L'} 3.00mL  0.53mL 0.31mL
7.7 18mmol-L'! 8 mmol-1! 6.00 mL 1.25mL  0.31mL

Fiir die Keimlosung wurden 5mL einer wissrigen Losung von ¢TAB (0.2mol-L 1)
bei 30°C mit 5mL einer Losung von Goldsduretrihydrat in Wasser (0.5mol-L™)
vermischt. Unter Einsatz des VORTEX wurden anschlieffend 0.6 mL einer frisch
hergestellten Losung von Natriumborhydrid in Wasser (0.01 mol-L!) bei 3 000 rpm
zu dem Gemisch gegeben. Nach 2min unter starkem Riithren auf dem VORTEX

ruhte die Losung anschliefsend fiir 30 min bis zur finalen Verwendung.

Die Wachstumslosung bestand aus 62.5 mL einer wassrigen Losung von CTAB und
Natriumoleat (NaOL), die fiir den Verlauf der Synthese bei 30 °C gehalten wurde.
Nach Zugabe einer Silber(I)nitratlésung (4 mmol-L'!) und 62.5mL einer Losung
von Goldsiuretrihydrat in Wasser (0.01 mol-L™!) wies die Wachstumslésung eine
gold-gelbe Farbe auf, die iiber eine Riihrzeit von 90 min (700 rpm) verblasste. An-
schliefend wurden Salzséure (37 %) und nach weiteren 15 min bei 400 rpm unter Er-
hohung der Riihrgeschwindigkeit auf 1200 rpm L(+)-Ascorbinsiure (64 mmol-L 1)
zugegeben. Nach weiteren 30s wurden 200 pL. der Keimlésung addiert. Im An-
schluss an weiteren 30s bei 1200 rpm ruhte die fertige Reaktionslosung fiir 12 h.
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Die Aufreinigung der AuNRs erfolgte basierend auf dem Protokoll von SCALET-
TI[187] und bestand aus zwei aufeinander folgenden Zentrifugationsschritten. Der
erste Schritt fungierten als Reduzierung der cTAB-Konzentration bei einer Rotati-
onsgeschwindigkeit von 6 500 rcf fiir 30 min bei 30 °C. Die konstante Temperatur
fithrte zu einer maximalen Mizellenstabilitdt des CTAB [79]. Im zweiten Schritt er-
folgte die Separation der AuNRs von sphérischen AulNP bei 30 °C und 6 500 rcf fiir
weitere 30 min. Die AuNP im Niederschlag des zweiten Zentrifugationsschrittes

wurden verworfen.

Synthese von AuNRs mit einem Durchmesser < 10 nm
Die Inhalte des nachfolgenden Absatzes wurden im Zuge einer Bachelorarbeit in

Kooperation mit Thomas TSANGAS erarbeitet.

Die theoretische Betrachtung der Synthese von kleinen AuNRs ist in Kapitel 2.3.3
beschrieben. Die Synthese basiert auf den Arbeiten der Gruppe von WANG [107]
und wurde fiir die interne Verwendung hochskaliert (10 x). Fiir die Lage der [-LSPR
im Transparenzfenster der menschlichen Haut wurde ein Verhaltnis aus Keim- zu

Wachstumslésung von 3:7 gewéhlt.

Die Keimlésung bestand aus 29.25 mL wiissriger CTAB-Losung (0.1 mol-L™') und
0.75mL einer Losung von Goldsiuretrihydrat in Wasser (0.01 mol-L™!). Das Ge-
misch wurde unter Verwendung des VORTEX (3000 rpm) mit 1.8 mL einer eisge-
kiihlten Losung von Natriumborhydrid in Wasser (0.1 mol-L!) versetzt und an-
schlieffend weitere 2 min vermischt. Die Losung ruhte anschliefend fiir 2h. Die

Farbe der Losung konnte als braunlich-gelb bezeichnet werden.

Die Herstellung der Wachstumslosung erfolgte durch Vermischen von 67.5 mL ei-
ner wissrigen CTAB-Losung (0.1 mol-L) mit 3.75mL einer Losung von Goldséu-
retrihydrat in Wasser (0.01 mol-L!) bei 30 °C. Anschliefend wurden 0.75 mL einer
Silber(I)nitratldsung (0.1 mol-L!) sowie 1.5 mL Salzséure (1 mol-L™') zum Einstel-
len des pH-Wertes auf etwa 1.1 hinzugegeben. Nach der Homogenisierung der Lo-
sung wurden unter starkem Riihren 0.6 mL einer Ascorbinsiurelésung (0.1 mol-L 1)
zugegeben, woraufhin es zum Farbverlust der Losung durch Reduktion der Au3™-

zur Au'-Spezies kam (vgl. Kap.2.3.2).

Fiir die Einleitung des finalen Wachstumsschrittes wurden 30 mL der Keiml6sung
unter starkem Riihren zu 70 mL der Wachstumslésung gegeben, das Gemisch an-

schliefsend fiir eine weitere Minute geriihrt und die Lésung zur Reifung ungeriihrt
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tiber 17 h ruhen gelassen (30 °C). Die Aufreinigung der AuNRs erfolgte wie bei den
groferen AuNRs tiber zwei Zentrifugationsschritte [187]. Der erste Schritt wurde
bei einer Rotationsgeschwindigkeit von 15 000 rcf fiir 60 min bei 30 °C durchgefiihrt.
Im zweiten Schritt erfolgte die Zentrifugation bei 30 °C und 6 700 rcf fiir weitere
60 min. Die AuNP im Niederschlag des zweiten Zentrifugationsschritts wurden ver-

worfen.

3.2.2 Silikaverkapselung der AuNRs

Die Silikaverkapselung der AuNRs wurde aufgrund der erhohten Stabilitdat der
CTAB-Mizellen bei 30 °C durchgefiihrt. Alle Edukte wurden daher vor der Verwen-
dung auf 30°C temperiert. Pro Ansatz wurden 14.85 mL CTAB-LOsung mit einer
Konzentration von ¢ = 0.95mmol-L vorgelegt und 0.15 mL der AuNR-Lésung
(n = 2.65-107'2 mol) unter Riihren bei 200 rpm zugegeben. Nach der Einstellung
des cTAB-Gleichgewichtes {iber 45 min zwischen den freien Liganden auf der Ober-
fliche der AuNRs und denen in der Lésung wurden zur Justierung des pH-Wertes
0.282 mL Natronlauge mit einer Konzentration von ¢ = 0.1mol-L™! bei 500 rpm
zugegeben. Die Zugabe an reinem TEOS erfolgte in Abhéngigkeit der Zielkonzentra-
tion in acht Schritten liber einen Zeitraum von 5 min bei einer Riihrgeschwindigkeit

von 100 rpm.

Die Aufreinigung der silkaverkapselten AuNRs erfolgte fiir 20 min bei einer Tem-
peratur von 30 °C bei 8 000 rcf.

3.2.3 Ligandenaustausch an AuNRs

Die Inhalte des nachfolgenden Absatzes wurden im Zuge einer Bachelorarbeit in

Kooperation mit Tobias GEFKEN erarbeitet.

Funktionalisierung nach Gooding

Die nach der Methode von GOODING [129] zu funktionalisierenden ultrakleinen
AuNRs wurden in Tris-HCIl-Losung (¢ = 50 mmol-L 1) auf eine Konzentration von
¢ = 31.8pmol-L! eingestellt und mit 15uL BSPP (¢ = 100 mmol-L'!) versetzt.
Anschliefend wurden 12 L CT(PEG)12-Lésung (¢ = 10 mmol-L ™) zugegeben und
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die Gesamtlosung einer guten Durchmischung unterzogen. Nach 10 min ungeriihr-
ter Lagerung erfolgte die Zugabe von 15 L Natriumchloridlésung (¢ = 5mol-L1).

Die Losung wurde fiir 2 min stark geriihrt und fiir 24 h bei 5°C ruhen gelassen.

Funktionalisierung nach Reinhard

Die ultrakleinen AuNRs fiir die Funktionalisierungsmethode nach REINHARD [126]
wurden in 25pL dd min. Wasser auf eine Konzentration von ¢ = 42pmol-L!
eingestellt. Im Anschluss wurden 1.132 pL CT(PEG)19-Lésung (¢ = 10 mmol-L™)
und 6.25 1L einer 0.05 vol-% Losung von Tween-20 in Tris-HCl (¢ = 50 mmol-L™)
zugegeben und die Losung nach kurzer Vermischung fiir 10 min ruhen gelassen. Im
Anschluss wurden 0.31 pl. einer wéssrigen Losung von Natriumhydrogencarbonat

(¢ = 1mol-L!) zugegeben und die Losung fiir 14h bei 5°C ruhen gelassen.

Funktionalisierung nach Zhang

Die nach der Methode von ZHANG [127] zu funktionalisierenden ultrakleinen AuNRs
wurden durch Mischen mit 400 uL Tris-HCl-Losung (¢ = 50mmol-Lt, pH=3)
und 8L CT(PEG)12-Lésung (¢ = 10mmol-L™!) auf eine Konzentration von ¢ =
16.1 pmol-L! eingestellt. Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur fiir 30 min bei
200 rpm geriihrt. Diese sogenannte fast-loading Methode benétigte keine nachgela-

gerte Reaktionszeit.

Aufreinigung der Funktionalisierungen
Alle funktionalisierten AuNR-Proben wurden nach Ende des Ligandenaustauschs
bei 3 000 rcf zentrifugiert und im Anschluss in 50 uL 0.05 vol-% Losung von Tween-20

in Tris-HCI (¢ = 50 mmol-L!) aufgenommen.

Uberpriifung des erfolgreichen Ligandenaustauschs

Im Anschluss an den Ligandenaustausch basierend auf den drei im Vorfeld erwahn-
ten Methoden wurden Stabilititsversuche durch Atzung der AuNRs mit Kalium-
cyanidlésung (¢ = 1mmol-L ) durchgefiihrt. Dafiir wurden die einzelnen Proben
in 800 pL. dd min. Wasser in einer Extinktionskiivette auf eine Konzentration von
¢ = 760nmol-L! eingestellt. Im Abstand von 5min erfolgte anschliekend die Zu-
gabe von 100 nL. KCN-Losung iiber einen Zeitraum von 30 min. Die Verfolgung
der Abnahme und Verschiebung der I-LsSPR-Bande wurde mittels zeitaufgelGster
UV-Vis-Spektroskopie erreicht (vgl. Kap. 3.3.2).

Kopplung der AulNRs an das Aptamer AIR3A
Die Kopplung des Aptamers AIR3A erfolgte, wie in Kapitel 2.4.5 beschrieben, {iiber
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den EDC-NHS-Mechanismus iiber die primére Amingruppe des Aptamers an die
carboxylierte Oberfliche der AuNRs. Dabei betrug die Konzentration der Zel-
len 500000 pro Milliliter bei einer AuNR-Konzentration vor den Aufreinigungs-
schritten von 1nmol-L™!. Die Konzentration der EDC- und s-NHsS-Losungen betru-
gen 0.1mol-L'! und 0.2mol-L'!. Dabei wurde die Ligandenhiille der AuNRs aus
CT(PEG )12 nur zu 10 % mit dem Aptamer AIR3A abgeséttigt. Die zweite Liganden-
hiille wurde durch einen Carboxyamin-PEG-Liganden (CA(PEG)12) komplettiert.
Die Kopplung des priméren Amin des CA(PEG)12-Liganden erfolgte ebenfalls tiber
den EDC-NHS-Mechanismus. Fiir einen besseren Vergleich der Aptamer-gekoppel-
ten mit den PEGylierten AuNRs, wurden die PEGylierten AuNRs mit einer zweiten
Ligandenbhiille aus CA(PEG)12 versehen, die ebenfalls iiber EDC-NHS-Mechanismus

kovalent gebunden wurde.

3.2.4 Inkubation der BaF3 Zellen mit biofunktionalisierten AuNRs

Die inkubierten BaF3-Zellen wurden fiir alle PPTT-Experimente von Lisa PRISNER
zur Verfligung gestellt.

Dabei wurden diese in DULBECCO’s modified Eagle Medium bei 37°C und 5 % CO,
unter Zugabe des Zytokins human-Interlaukin-6 kultiviert. Die Inkubation der Zel-
len erfolgte sowohl mit bereits funktionalisierten als auch mit Aptamer-gekoppelten
AuNRs fiir 30 min unter Bedingungen der Zellkultur. Nach der Inkubation wurde
die Zelllésung dreifach durch Zentrifugation aufgereinigt (4 min, 700 rcf, 4°C) und

abschliefsend in PBS-Pufferl6sung aufgenommen.

3.2.5 Plasmonische Photothermaltherapie

Die Inhalte des nachfolgenden Absatzes wurden im Zuge einer Bachelorarbeit in

Kooperation mit Lan Vi Ngoc NGUYEN erarbeitet.

Fiir die PPTT-Experimente wurden 10 pLi der inkubierten Zellsuspension mit 10 pL
Trypanblau (¢ = 0.4 %) vermischt und in einer NEUBAUER-Z&hlkammer in den
optischen Aufbau integriert. Dieser ist in Abbildung 3.1 schematisch dargestellt.
Dabei handelt es sich um ein Auflichtmikroskop mit wechselbaren Objektiven, das
iiber einen dreidimensional verstellbaren Probentisch verfiigt. Das Mikroskop ist

iiber eine USB-Kamera ansteuerbar. Uber ein System halbdurchléssiger Spiegel ist
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ein LASER in den Strahlengang des Mikroskops eingekoppelt. Dies ermdoglicht die
LASER-Bestrahlung einer einzelnen Zelle und gleichzeitig die Beobachtung dieser
Zelle iiber den Mikroskopaufbau wéihrend einer phothermalen Behandlung der mit
AuNRs inkubierten Zelle.

3.3 Charakterisierungsmethoden

3.3.1 Untersuchung der Morphologie und Farbsattigung einer
einzelnen Zelle wiahrend der PPTT-Experimente

Fiir die Auswertung der Anderung der Morphologie und der Farbsittigung wur-
den Aufnahmen des in Abbildung 3.1 schematisch dargestellten Auflichtmikro-
skops verwendet. Abbildung 3.2(B) zeigt eine solche Aufnahme mit der Abmes-
sung 47 x 47pm?. Die Aufnahme der Zelle erfolgte mithilfe einer ccp-Kamera,
deren einzelne Farbkanéle rot, griin und blau (RGB) in (D)-(F) dargestellt sind.
Sie reprasentieren das reflektierte Licht. Abbildung 3.2(A) zeigt ein Schema des

. Kamera
Lichtquelle E
: LASER

H

Abbildung 3.1 — Gezeigt ist ein Schema des optischen Aufbaus, in dem alle PPTT-
Experimente durchgefiithrt wurden. Dieser besteht aus einem Auflichtmikroskop mit
wechselbaren Objektiven, in das ein LASER eingekoppelt wurde. Der Aufbau ermég-
licht die LASER-Bestrahlung von einzelnen Zellen, wihrend die selbe Zelle iiber die
Mikroskopkamera beobachtet werden kann. Die Zellen befinden sich wihrend der
Untersuchung in einer NEUBAUER-Z&hlkammer. Die schematische Grafik wurde im
Rahmen einer Bachelorarbeit in Zusammenarbeit mit Lan Vi Ngoc NGUYEN erar-
beitet.
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Abbildung 3.2 — (A) RaB-Farbrad der additiven Farbmischung. (B) Lichtmikrosko-
pische Aufnahme (47 x 47 pm?) einer einzelnen BaF3-Zelle. (C) Darstellung der Zu-
ordnung der verschiedenen Graustufen zu den Intensitdten der einzelnen Farbkanéle.
(D)-(F) Auftrennung der lichtmikroskopischen Aufnahme aus (B) in die RGB-Kanéle
rot (C), griin (D) und blau (E).

additiven RGB-Farbsystems. In (C) ist die Zuordnung der Graustufen zu den Inten-
sitdten der einzelnen Farbkanile dargestellt. Aufgrund der Anfarbung der Zellen
mit dem Farbstoff Trypanblau wird das rote Licht im weifsen Farbspektrum absor-
biert [183], weshalb der Rotwert (Rw), dargestellt in (D), den hochsten Kontrast
aufweist und fiir die weitere Auswertung der Einfarbung sowie zur Auswertung der

Zellmorphologie genutzt wurde.

Helle Stellen der Rotkanaldarstellung stehen fiir Bereiche niedriger Absorption
im spektralen Bereich des Farbstoffes und hoher Rotwerte. Dunkle Stellen kon-
nen einer hohen Absorption und einem niedrigen Rotwert zugeordnet werden. Die
Auswertung der Zunahme der Farbséttigung durch Diffusion des Trypanblaus in
die Zelle basiert auf der grafischen Auswertung der entsprechenden Regionen auf
den lichtmikroskopischen Aufnahmen. Dabei erfolgt die Bestimmung eines Extink-
tionswertes fiir die Farbsdttigung der Zelle typischerweise auf der Aufnahme der
Transmission, kann aber aufgrund der Ahnlichkeit der Prozesse auch auf der Auf-
nahme der Reflektion basieren. Bedingt durch die Verwendung eines Auflichtmi-
kroskops wurden Reflektionsintensititen aufgenommen und analog zur Messung
der Transmission mit Hilfe des Lambert-Beer’schen Gesetzes (Gleichung 3.1) in

Extinktionswerte umgerechnet [188]. Um Schwankungen in der Intensitét der Mi-
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kroskoplampe auszugleichen, wurde zusatzlich zur Farbauswertung einer Region
innerhalb der Zelle, eine Region in der gleichen Aufnahme auferhalb der Zelle
ausgewertet und als Referenz genutzt. Durch diese Korrektur kénnen Aufnahmen
einer Zelle iiber die Zeit - bezogen auf ihre Farbsattigung - miteinander verglichen
werden. Fir den Vergleich der Aufnahmen verschiedener Zellen miteinander wur-
de die korrigierte Aufnahme der jeweiligen Zelle vor der Bestrahlung als Basislinie
verwendet. Durch Umstellung des Lambert-Beer’schen Gesetzes in Gleichung 3.1
nach der Extinktion E ergibt sich Gleichung 3.2.

I=1I-10"% (3.1)
E = log (IIO> (3.2)

Dabei sind Iy die Referenz- und I die gemessene Intensitét der roten Farbséttigung.
Die Anwendung der oben beschrieben Korrekturen zum Ausgleich der Lampenin-
tensitit sowie die Berticksichtigung der Farbséttigung der Zelle vor der Bestrahlung

wurden in Gleichung 3.3 zusammengefasst.

anB RW’UB
E =log (RW(;B> —log <RW?’B) . (3.3)

Die in Gleichung 3.3 genannten Parameter wurden zum besseren Verstdndnis in
Abbildung 3.3 grafisch dargestellt. Dabei ist die Zelle vor der Bestrahlung (vB)
in (A) dargestellt. Thr Rotwert RW'E wurde iiber den inneren Bereich der Zelle

gemittelt (blauer Kreis). Als Referenz zur Korrektur der Schwankung der Lampen-

intensitat diente der in rot dargestellte Bereich, dessen mittlerer Rotwert RW(}’B
auch zur Bestimmung der Basislinie fiir den spéteren Vergleich verschiedener Zellen
essentiell ist. Die Mikroskopaufnahmen in Abbildung 3.3(B)-(F) zeigen die selbe
Zelle zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Bestrahlung (nB) durch einen
LASER der Wellenldnge 690 nm fiir 60s. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Bestrahlung fand die Bestimmung des Rotwertes RW™? durch Mittelwertbildung
innerhalb des Zelldurchmessers statt. Als Referenz zur Reduzierung von Intensi-
tatsschwankungen diente der mittlere Rotwert RWé"‘B , bestimmt innerhalb eines
Bereichs aufserhalb der Zelle. Nach Gleichung 3.3 konnte abschliekend fiir jede

lichtmikroskopische Aufnahme die Extinktion £ bestimmt werden.
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Abbildung 3.3 — Gezeigt sind typische lichtmikroskopische Aufnahmen derselben
Zelle nach der Inkubation mit biofunktionalisierten AuNRs, angefiarbt mit Trypan-
blau, vor (vB) und zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Bestrahlung (nB) mit
einem LASER mit einer Wellenldnge von 690 nm fiir 60s. Neben der Verédnderung
der Zellmorphologie, kommt es aufgrund des Integritdtsverlustes der Zellmembran
wihrend des Zellsterbens zum Einfirben der Zelle durch den Viabilitdtsfarbstoff
Trypanblau, das zeitlich aufgelést werden soll. Die blauen Kreise markieren die Stel-
len, an denen der Rotwert (RW) der Zelle ausgelesen wird. Die roten Quadrate
dienen als Aufnahme eines Referenzwertes (RWj).

Die Bestimmung des Zelldurchmessers erfolgte durch Anpassung eines Kreises mit
variablem Durchmesser an den dufteren Umriss der Zelle. Die Auswertung erfolgte

mit Hilfe der Software ImagelJ.

3.3.2 UV-Vis-Spektroskopie

Die uv-Vis-Spektroskopie wurde in dieser Arbeit zur Aufnahme von Extinktions-
spektren verwendet und an einem Cary 5000 Spektrophotometer durchgefiihrt. Die
Extinktion ergibt sich beim Durchleuchten einer Kiivette mit monochromatischem
Licht aus dem Verhéltnis der Hintergrundintensitat Iy und der nach der Kiivet-
te gemessenen Intensitdt I nach dem Lambert-Beer’schen Gesetz (Gleichung 3.4).
Dabei sind d die Schichtdicke der Kiivette und ¢ die Konzentration der Nanorodls-
sung. Der Extinktionskoeffizient € ist eine dispersive Grofe, die fiir Goldnanorods
in Abhéngigkeit der Lage der [-LSPR in der Literatur tabelliert ist [121, 122].

I=1Iy 1074 (3.4)
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Durch Umstellung der Gleichung 3.4 nach der Extinktion ergibt sich Gleichung 3.5.
Diese beriicksichtigt Intensitdtsverluste durch Absorption, Streuung, Reflektion
und Beugung, wobei die beiden Letzteren eine untergeordnete Rolle einnehmen.
Der Zusammenhang wird durch die antiproportionale Abhéngigkeit der Transmis-

sion T deutlich.

1 1

Fiir die Messungen der zeitaufgelosten UV-Vis-Spektren wurde kein Monochroma-
tor vor die Probe geschaltet, sondern diese mit einer Weiflichtquelle bestrahlt.
Die Aufspaltung der einzelnen Wellenldngen erfolgt im Anschluss an die Messung
mithilfe eines Prismas auf ein HAMAMATSU-Linienspektrometer. Die Methode der
Messung von Extinktionsspektren erlaubt eine deutlich erh6hte Messfrequenz, die
einzig durch die Auslesezeit des Linienspektrometers limitiert ist. Die Kombination
des Linienspektrometers mit der Weiklichtquelle ermdglicht einen Messbereich von

400 - 1000 nm mit einer Zeitauflosung im Millisekundenbereich.

Die Konzentrationsbestimmung von AuNRs erfolgte iiber eine Korrelation der Lage
der [-LSPR gegen den Extinktionskoeffizienten, welche in der Literatur empirisch
ermittelt wurde. Diese verhélt sich fiir Aspektverhéaltnisse zwischen zwei und sechs
anndhernd linear, sofern der Durchmesser der AuNRs im Bereich von 5nm bis
20 nm liegt [121].

3.3.3 Atomabsorptionsspektroskopie

Die Atomabsorptionsspektroskopie (AAS) ist eine Methode zur qualitativen und
quantitativen Bestimmung von halbleitenden und metallischen Elementen. Uber
die Messung eines Referenzspektrums von bekannten Konzentrationen kann mit-
hilfe des Linienspektrums der Probe die Natur der enthaltenden Elemente iden-
tifiziert und tiber eine Eichgerade mit hoher Genauigkeit auf die Konzentration
riickgeschlossen werden. Fiir die Ionisierung von wéssrigen Proben wird haufig die
elektrothermische Aufheizung mittels eines Graphitrohres verwendet. Die Unter-

methode der Spektroskopie wird auch Graphitrohr-AAS genannt.
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3.4 Discrete Dipole Approximation Code

Die DDsSCAT-Rechnungen waren nicht parallelisiert, sonder liefen nacheinander auf
demselben Rechnerkern ab, wohingegen mehrere Rechnungen auf einer CPU gleich-
zeitig durchgefiihrt werden konnten. Vor dem Start der Rechnungen werden alle frei
wéahlbaren Parameter in einer Parameter-Datei festgehalten. Diese beinhalteten die
Form und Grofe sowie Dipoldichte und Orientierung im Raum der zu berechnenden
Struktur. Zuséatzlich wurden Brechungsindices aller Materialien und Fehlertoleran-
zen vorgegeben. Der folgende Absatz behandelt die von den Standardeinstellungen
abweichenden Parameter zur Berechnung der Streu- und Absorptionsspektren von
AuNRs|[78]. Der Brechungsindex fiir das umgebende Medium Wasser wurde auf
1.3325 festgesetzt[189].

Geometrie und Komposition der Zielstruktur

Wiéhrend der DDSCAT-Rechnungen wurden die AuNRs als ein mit zwei Halbkugeln
verkappter Zylinder betrachtet. Die entsprechende Geometrie (CYLNDRCAP) wurde
durch zwei Formparameter beschrieben (SHPAR). Parameter 1 entsprach der Lénge
des Zylinders (ohne die Endkappen), geteilt durch den Dipol-Dipol-Abstand des
Systems, wiahrend Parameter 2 dem Durchmesser des Zylinders, geteilt durch den
Dipol-Dipol-Abstand entsprach. Die beiden Parameter ergaben sich nach der Wahl

der absoluten Grofien der zu untersuchenden Struktur.

Der Dipol-Dipol-Abstand soll in diesem Beispiel 0.5nm betragen, wihrend der
AuNR 15nm im Durchmesser und 40nm in der Lénge aufweist. Es ergeben sich
die beiden Formparameter als SHPAR; = 50 und SHPARe = 30. Die Zahl der ver-
wendeten Materialkomponenten liegt im Fall eines AuNR ohne Ligandenschicht bei
NCOMP = 1. Zusétzlich muss der dispersive Brechungsindex fiir Gold im entspre-
chenden Wellenléngenbereich angegeben werden. Dieser ist bei nanostrukturierten
Materialien von dem Durchmesser der Struktur abhéngig. Der Satz an Brechungsin-
dices wurde urspriinglich fiir die Berechnung des Streu- und Absorptionsverhaltens
von sphérischen AuNPs verwendet und freundlicherweise von Hoan VU bereitge-
stellt.

Anfingliche Speicherzuweisung

Der 3D-Parameter der Speicherzuweisung limitierten die Maximalgrofe der Ziel-

struktur im dreidimensionalen Gitter, das als Grundlage fiir die Berechnungen
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3 Material & Methoden

diente. Jede einzelne Dimension musste grofer sein als der Formparameter. Gleich-
zeitig wurde ein Koordinatensystem im Gitter der Berechnung aufgespannt, dessen
Ursprung im Zentrum der Zielstruktur lag. Die Hauptsymmetrieachse der Zylin-

dergeometrie wurde als a; bezeichnet und lag im Normalfall auf der X-Achse.

Wellenldngenbereich [pm]

Der Parameter fiir den Wellenléngenbereich benétigte die minimale und die maxi-
male Wellenldnge sowie einen Wert fiir die Zahl der Wellenldngenschritte. Gleich-
zeitig konnte ein linearer, invertierter oder logarithmischer Funktionsverlauf der

Schritte gewahlt werden.

Effektiver Radius [pm]

Der effektive Radius aeg beschrieb den Radius einer Kugel mit dem Volumen der
Zielstruktur und traf damit eine Aussage iiber deren absolute Groéfse. Das Volu-
men des Rods mit einer Lange von 40 nm und einem Durchmesser von 15nm lag
bei einer idealisierten, verkappten Zylinderform bei 6185 nm3. Es ergab sich ein
effektiver Radius von 11.39nm. Uber den effektiven Radius und den festgelegten
Dipol-Dipol-Abstand liefs sich nach Gleichung 2.13 die Gesamtzahl der Dipole be-
rechnen, die als Grundlage der Berechnung des Absorptions- und Streuverhaltens
diente. Der effektive Radius konnte in mehreren Schritten automatisiert variiert
werden, sodass die Berechnung mehrerer Strukturen mit unterschiedlichen Radien

nacheinander erfolgen konnte.

Polarisation des Lichts & Rotation der Zielstruktur

Die planare Lichtwelle, die wédhrend der Berechnung mit jedem Dipol der Zielstruk-
tur interagierte, war standardméfig in Y-Richtung polarisiert. Die Ausbreitungs-
richtung des Lichts entsprach der X-Richtung. Aufgrund der anisotropen Form der
Zielstruktur musste diese wiahrend eines Berechnungsdurchlaufs im Raum rotiert
werden, um die berechneten Spektren mit Ensemblemessungen vergleichen zu koén-
nen. Dies erfolgte in drei Schritten: Zunéchst erfolgte die Rotation der Zielstruktur
um den Winkel {3, der diese um a; drehte. Da die Rotation isotrop war, entfiel fiir
eindimensional elongierte Strukturen der erste Rotationsschritt. Im zweiten Schritt
erfolgte die Rotation um den Winkel 0, der die Zielstruktur um die Z-Achse rotier-
te. Im dritten und letzten Rotationsschritt wurde die Zielstruktur um den Winkel &

gedreht, der die Zielstruktur wiederum um die X-Achse rotieren liefs.

46



4 Formmodifikation von AuNRs zur
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Die optischen Eigenschaften der Goldnanorods héngen, wie in Kapitel 2.2.3 be-
schrieben, stark von ihrer dufseren Form ab. Durch die gezielte Manipulation der
Form lésst sich die plasmonische Resonanzfrequenz der AuNRs fiir verschiedene An-
wendungen modifizieren. Wie in Kapitel 2.3.4 beschrieben erfolgt diese Manipula-
tion hdufig durch die Anwendung von post-synthetischen Modifikationsmethoden,
da die komplexen Einfliisse der verschiedenen Parameter wiahrend der direkten Syn-

these eine genaue Reproduzierbarkeit der optischen Eigenschaften erschweren.

Im Folgenden werden Formmodifikationsexperimente an zwei verschiedenen AuNR-
Proben beschrieben. Die systematische Untersuchung der Form und der optischen
Eigenschaften der formmodifizierten Strukturen erfolgte mittels spektroskopischer
und elementaranalytischen Methoden. Der Fokus liegt dabei auf der Untersuchung
des in der Literatur beschriebenen Reaktionsverlaufes der Komproportionierung
fiir die Anwendung einer milden Oxidationsmethode der Formmodifikation sowie
auf der Erstellung eines Modells fiir die Voraussage der Anderung der optischen
Eigenschaften durch die Formmodifikation. Das daraus gewonnene Wissen kann
anschlieffend fiir die gezielte Synthese von AulNRs mit einer plasmonischen Reso-
nanzfrequenz im Bereich von 560 nm bis 600 nm genutzt werden und stellt aufgrund
des besonders geringen Aspektverhéltnisses eine Erweiterung des plasmonischen
Spektrums fir AuNRs dar.

Die Angabe der Grofenverteilung jeder Probe erfolgt nach Auszéhlung von min-
destens 200 Partikeln aus TEM-Aufnahmen gleicher Vergroferung. Die Angabe der
Standardabweichung entspricht dem Wahrscheinlichkeitsbereich 10. Die Aufnahme
der experimentellen Daten erfolgte in enger Zusammenarbeit mit und im Rahmen

zweier Forschungspraktika von Inga L. SCHMIDTKE.
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4 Formmodifikation von AuNRs zur Manipulation der I-LSPR Bande

4.1 Form und optische Eigenschaften der

synthetisierten Goldnanorods

Die Synthese der AuNRs, die wihrend der beiden finalen Formmodifikationen ver-
wendet wurden (siche Kapitel 4.2.4 und 4.2.5), basieren auf den Arbeiten von
MURRAY [101] und wurden im Kapitel 3.2.1 ausfiihrlich beschrieben. Die Bestim-
mung der Konzentration einer AuNR-Probe erfolgt iiber optische Messungen. Die
entsprechenden Details sind in Kapitel 3.3.2 erlautert. Die Bestimmung der Lan-
ge und des Durchmessers der AuNRs erfolgte manuell iiber die Auszéhlung von

mindestens 200 Partikeln aus TEM-Aufnahmen gleicher Vergroferung.

Abbildung 4.1 zeigt die Extinktionsspektren und TEM-Daten der beiden AuNR-
Proben, die in dieser Dissertation exemplarisch fiir die Formmodifikationsexperi-

mente verwendet wurden. Dabei féllt beim Vergleich der beiden Extinktionsspek-
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L ) S L L — 7T r T__T1_ T T T T 1
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- 80F B Durchmesser] e | B Durchmesser |
O . [T} B 7
560 - 1 2 1
E a0 L | i :%40 [ ]
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Abbildung 4.1 — (A) Extinktionsspektren der verwendeten AuNRs im spektra-
len Bereich von 400 bis 1300 nm. Die Aufnahme der optischen Daten im Bereich
niedrigerer Energie ist aufgrund der starken Absorption des Wassers nicht moglich.
TEM-Aufnahmen (B) und Daten der Grofenverteilung von Linge und Durchmesser
(D) von AuNRs mit einem mittleren Aspektverhéltnis von 3.3. Diese AuNRs sind
56.1 £+ 6.5nm lang und haben einen Durchmesser von 17.1 + 2.1 nm. In (C) und (E)
sind TEM-Aufnahmen und Daten zur Grofenverteilung der AuNR-Probe mit einem
mittleren Aspektverhiltnis von 7.7 gezeigt. Dabei betragen Lénge und Durchmesser
86.3 £ 9.9nm, bzw. 11.2 + 1.8 nm.
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4.2 Oxidative Formmodifikation der Goldnanorods

tren in (A) die unterschiedliche Lage der plasmonischen Resonanzbanden auf. Das
in rot gezeigte Extinktionsspektrum weist zwei plasmonische Resonanzfrequenzen
auf, die der ¢-LSPR (511 nm) und der [-LSPR (729 nm) zugeordnet werden konnen.
Die t-LSPR des blauen Spektrums liegt bei 506 nm, wohingegen die [-LSPR bei
1183 nm lokalisiert ist. Abbildung 4.1(B) zeigt eine TEM-Aufnahme der AuNRs,
deren Extinktionsspektrum in rot dargestellt ist. Diese haben eine absolute Lange
von 56.1 + 6.5nm (+12%) und einen Durchmesser von 17.1 £+ 2.1nm (£12%).
Es ergibt sich ein mittleres Aspektverhéltnis von 3.3, weswegen die AuNRs im
Folgenden als Probe AuNRs 3 bezeichnet werden. Die zugehorige Grofenvertei-
lung fiir Lange und Durchmesser ist in (D) dargestellt. Abbildung 4.1(C) zeigt die
TEM-Aufnahme der AuNRs, deren Extinktionsspektrum in (A) in blau dargestellt
ist. Diese besitzen eine Lénge von 86.3 £+ 9.9nm (+11%) und einen Durchmes-
ser von 11.2 + 1.8nm (416 %). Es ergibt sich ein mittleres Aspektverhéltnis von
7.7. Die Probe wird im Folgenden als AuNRy7 7 bezeichnet. Die Formmodifikati-
on der beiden exemplarischen AuNR-Proben ist in den Kapiteln 4.2.4 und 4.2.5
diskutiert.

4.2 Oxidative Formmodifikation der Goldnanorods

4.2.1 Systematische Untersuchung der Formmodifikation

Die ersten Experimente der Formmodifikation wurden mit AuNRs durchgefiihrt,
die eine Léange von 54.8 £ 7.1nm (£ 13%) und einen Durchmesser von 16.5 +
2.4nm (+£15%) besitzen. Das mittlere Aspektverhéltnis betrug vor der Form-
modifikation 3.3. Die [-LsPR-Bande lag im Extinktionsspektrum bei 749 nm mit
einer optischen Dichte von 2.839. Formmodifikation wird basierend auf der Ar-
beit von RODRIGUEZ-FERNANDEZ [88] durch Komproportionierung der Au’- und
der Au3'-Spezies in Anwesenheit von CTAB nach Gleichung 4.1 erreicht (vgl.
Kap. 2.3.4). Dabei erfolgt die Zugabe der Au®'-Spezies als Goldsduretrihydrat
in wéssriger Losung. In diesem konkreten Fall betrug die Konzentration der Gold-

siauretrihydratlésung ¢ = 6.20 pmol-L!.

111 0 I
AuCl,” +2Au+2 ClI” =3 AuCly™ (4.1)
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Abbildung 4.2 — Die verwendeten AuNRs hatten vor der Formmodifikation ei-
ne Lange von 54.8 £ 7.1nm (+£13%) und einen Durchmesser von 16.5 + 2.4nm
(£15%). Das mittlere Aspektverhiltnis betrug 3.3. (A) Gezeigt ist ein Foto von
neun Probenflischchen mit jeweils 2mL der entsprechenden AuNR-Probe (¢ =
4.22 - 10° L'moltem™, ¢ = 2.15-1071° mol-L!) vor der Formmodifikation. (B) Foto
der selben AuNR-Proben 90 min nach Zugabe von definierten Mengen an Gold-
sduretrihydratlosung. (C) Gezeigt sind normierte Extinktionsspektren der AuNR-
Probe vor und nach verschiedenen Formmodifikationen. Die 0k-Probe (rot) ent-
spricht der unmodifizierten Probe. Die [-LSPR-Bande lag im unmodifizierten Zustand
bei 749 nm. Die zugegebenen Mengen an Goldsduretrihydratlosung und der daraus
berechnete Uberschuss sind in Tabelle 4.1 dargestellt. Jeder Losung ist ein Extink-
tionsspektrum in (A) zugeordnet. Es zeigt sich eine Verschiebung der [-LsPR-Bande
mit steigender Zugabemenge an Goldsduretrihydrat.

Aufgrund der in Kapitel 2.3.4 beschriebenen Vorteile einer milden Oxidation der
Komproportionierung ohne den Zusatz von stark oxidativen Chemikalien oder an-
deren Verunreinigungen, wurde die Formmodifikation in der Originalsyntheselo-
sung der AuNRs durchgefiihrt. Ein Zeitraum von 24 h musste dabei zwischen der
Synthese und der Modifikation liegen, um die Reduktion der Goldséure durch Res-
te des Reduktionsmittels zu verhindern [93]. Die Konzentration an CTAB lag nach

der Originalsynthese bei ¢ = 47 mmol-L!.

Die nétige Zugabemenge an Goldsauretrihydrat fiir eine erfolgreiche Formmodi-
fikation wurde empirisch bestimmt. Die Stoffmenge der zugegebenen Goldsdure
entspricht dabei der Stoffmenge an Au3'-Ionen, die fiir die Reaktion mit den
AuNRs in der Losung zur Verfiigung stehen. Die Anzahl der AuNRs in der Lo-
sung kann mithilfe der AuNR-Konzentration und dem Probenvolumen berech-
net werden. Abbildung 4.2 zeigt die ersten systematischen Formmodifikations-
experimente an den oben beschriebenen AuNRs. In (A) ist ein Foto mit neun

Probenflaschchen gezeigt, die jeweils 2mL der gleichen AuNR-Losung enthalten.
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4.2 Oxidative Formmodifikation der Goldnanorods

Tabelle 4.1 — Ubersicht iiber die Zugabemengen an Goldsiuretrihydrat und das
Verhiltnis der zugegebenen Molekiile bezogen auf einen AuNR (Uberschuss der
Au'-Spezies) des Formmodifikationsexperiments in Abbildung 4.2. Zudem sind die
Wellenlédngen und Intensitdten der beiden plasmonischen Resonanzfrequenzen im
UV-Vis-Spektralbereich aufgelistet.

Verhéltnis
V(Goldséu-  Goldséure-

. . [-LSPR  [-LSPR| t-LSPR  {-LSPR
retrihydrat) trihydrat- Afom|  op A[m| op
[nL] Molekiile

pro AuNR
0.0 0 749 2.893 | 511 0.780
27.1 160k 724 2.538 | 511 0.717
40.7 240k 705 2.268 | 512 0.680
54.3 320k 689 1.965 | 512 0.642
67.8 399k 666 1.578 | 514 0.596
81.4 480k 646 1.207 | 515 0.543
94.9 559k 623 0.909 | 517 0.512
108.5 639k 601 0.653 | 520 0.473
122.1 719k 580 0.483 | 522 0.440

Durch optische Messungen konnte der Extinktionskoeffizient auf einen Wert von
€ = 4.22-10° L-mol'em™! bestimmt werden. Es ergab sich eine Konzentration von
¢ = 2.15 - 107 mol-L'!. Durch Zugabe unterschiedlicher Volumina einer wéssri-
gen Losung von Goldsduretrihydrat kam es zu unterschiedlichen Uberschiissen der
Au'l-Spezies und im Folgenden zur Formmodifikation der AuNRs, die zu einer
Verschiebung der I-LsPR-Bande fiithrte. Der Uberschuss der Au'll-Spezies wird in
dieser Dissertation als Verhéltnis der Goldsduretrihydratmolekiile pro AuNR in
der Losung angegeben. In (B) ist ein Foto 90min nach der Zugabe der unter-
schiedlichen Zugabemengen gezeigt. Dort ist zu erkennen, dass die AuNR-Proben
nun Licht unterschiedlicher Wellenldnge absorbieren und folglich eine unterschied-
liche plasmonische Resonanzfrequenz aufweisen miissen. Die Extinktionsspektren
der Proben sind in (C) gezeigt. Dort ist zu erkennen, dass diese Annahme zutrifft
und die [-LSPR-Bande mit steigender Zugabe von Goldsauretrihydrat zu héheren
Energien verschiebt. Die Zugabemengen und die errechneten Uberschiisse sowie
die Wellenlangen A und optischen Dichten der beiden plasmonischen Resonanzfre-

quenzen sind in Tabelle 4.1 aufgefiihrt.

Die Daten aus Tabelle 4.1 sind in Abbildung 4.3 grafisch aufgearbeitet. Dabei ist
in (A) die Lage der [-LSPR-Wellenlinge gegen den Uberschuss der Au''-Spezies
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Abbildung 4.3 — Darstellung der Extinktionsdaten aus Tabelle 4.1. (A) Auftragung
der I-LsPR-Wellenléinge gegen den verwendeten Precursoriiberschuss pro AuNR. (B)
Darstellung des Intensitatsverhéltnisses aus I-LSPR und ¢-LSPR gegen die [-LSPR-
Wellenlénge.

(bezogen auf einen AuNR) aufgetragen. Es zeigt sich, wie bereits in Abbildung 4.2
zu sehen, die Verschiebung der Wellenldnge der plasmonischen Resonanzfrequenz
mit dem Anstieg des Uberschusses zu hoheren Energien. Dabei folgt der Verlauf
der Resonanzwellenléinge gegen den Precursor-Uberschuss annihernd einem linea-
ren Trend. Abbildung 4.3(B) zeigt die Auftragung des Intensitétsverhéltnisses aus
I-LSPR und #-LSPR gegen die [-LSPR-Wellenléinge. Mit steigendem Uberschuss an
Au'll_Spezies gegeniiber jedem AuNR in Losung kommt es zur Verschiebung der
[-LsPR-Wellenldnge zu hoheren Energien und zur Reduzierung des Intensitits-
verhéltnisses aus [-LSPR und ¢-LSPR. Dieses fillt bei einer [-LSPR-Wellenldnge
von 580nm auf einen Wert von 1.10. Bei einem entsprechenden Uberschuss von
719k ist in Abbildung 4.3(A) zudem erkennbar, dass die I-LSPR auf einen Wert
von 580nm fallt und dennoch beide plasmonischen Resonanzfrequenzen eindeu-
tig voneinander unterscheidbar sind (vgl. Abbildung 4.2). Die Unterschreitung der
I-LSPR-Wellenldnge von 600 nm stellt eine Besonderheit dar, da dieser Grenzwert
bei voneinander unterscheidbaren Banden im Extinktionsspektrum nicht mehr
durch Syntheseprotokolle erreicht wurde [101, 190], sondern einer post-syntheti-
schen Modifikation bedarf.

Zur weiteren Untersuchung des Formmodifikationsprozesses wurde die in Kapi-
tel 4.1 beschriebene Probe AuNR3 3 wiahrend der Formmodifikation einer zeitaufge-
l6sten Extinktionsmessung unterzogen. Die Art der optischen Messung ist in Kapi-
tel 3.3.2 beschrieben. Dabei erfolgte die Aufnahme eines einzelnen Extinktionsspek-
trums mit einer Integrationszeit von 500 ms. Fiir die Darstellung der zeitaufgelosten

Extinktionssspektren in Abbildung 4.4 wurden jeweils zehn Spektren zu einem ge-
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Abbildung 4.4 — (A) 3D-Darstellung von 2160 Extinktionsspektren einer AuNR-
Probe wihrend eines Formmodifikationsprozesses im Bereich von 350 nm bis 950 nm.
Jedes Spektrum stellt den Mittelwert aus zehn Spektren mit einer jeweiligen Belich-
tungszeit von 500 ms dar. Das Experiment wurde iiber einen Zeitraum von 180 min
aufgenommen. Zu erkennen sind die Verschiebung der [-LSPR-Bande, verbunden mit
dem entsprechenden Intensititsverlust. (B) Darstellung der I-LSPR-Wellenlédnge iiber
die Zeit. (C) Gezeigt sind die optische Dichte am I-LSPR-Maximum (blau) und die
optische Dichte bei 394 nm (rot) iiber die Reaktionszeit.

mittelt, weshalb die Zeitauflosung des Plots bei 5s liegt. Insgesamt wurden 2 160
Spektren iiber einen Zeitraum von 180 min aufgenommen. Abbildung 4.4(B) zeigt
die Lage der I-LsPR-Wellenlénge tiber die Zeit. Nach einem Startwert von 729 nm
(vgl. Kap. 4.1) wird nach 180 min ein /-LSPR-Wert von 582 nm erreicht. Wahrend-
dessen gleicht der Verlauf der [-LSPR-Wellenldnge iiber die Zeit stark dem Verlauf

einer Exponentialfunktion mit negativem Exponenten.

Ahnlich verhilt sich der Verlauf der optischen Dichte am I-LSPR-Maximum, der
in Abbildung 4.4(C) in blau dargestellt ist. Auch hier ist der Verlauf einer Expo-
nentialfunktion erkennbar. Der Startwert der optischen Dichte lag bei 2.10 und fiel
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iiber 180 min auf knapp 25 % und einen Wert von 0.52 ab. Der Intensitéitsverlust der
[-LsPR-Bande ist bedingt durch die starkere Kopplung der beiden plasmonischen
Banden (vgl. Kap. 2.2.3). Beide Abbildungen zeigen, dass die Formmodifikation
nach 60 min bereits zu iiber 80 % fortgeschritten ist. Zu diesem Zeitpunkt liegt die
[-LsPR-Bande bei einem Wert von 602nm und verschiebt in den anschliefsenden
120 min lediglich noch um weitere 20 nm (é 14%). In den zeitaufgelosten Spek-
tren in (A) ist zudem sehr gut der nahezu konstante Verlauf der Intensitdt und
der Wellenlédnge des Maximums der ¢-LSPR-Bande der AuNRs zu erkennen. Dieser
verschiebt iiber 180 min um insgesamt nur 5 nm und ist daher im Verhéltnis zur
Verschiebung der [-LSPR-Bande zu vernachléssigen. Die optische Dichte der ¢-LSPR

steigt im Zuge der plasmonischen Kopplung lediglich minimal an.

Interessant ist zusétzlich zu den Verschiebungen der ¢-LSPR- und [/-LSPR-Banden
auch die Bande bei 394 nm in Abbildung 4.4. Dieser trifft eine Aussage iiber die
Konzentration der restlichen Au''-Spezies in Losung und ist daher relevant fiir die
Verfolgung der Komproportionierungsreaktion. Abbildung 4.4(C) zeigt den Verlauf
der optischen Dichte bei 394 nm iiber die Zeit (rot). Die optische Dichte néhert sich
dabei der Grundstreuung der AuNRs, deren Wert mit héheren Energien steigt.

4.2.2 Nachweise der Komproportionierungsreaktion

Um die Komproportionierungsreaktion aus Gleichung 4.1 nachzuweisen, wurde
wahrend der Komproportionierungsreaktion eine Spektrenreihe aufgenommen, die
den spektralen Bereich von 200nm bis 800 nm umfasst. Diese Erweiterung des
spektralen Bereichs im Vergleich zu den Daten in Abbildung 4.4 ermdglichte die zu-
sétzliche Untersuchung von optischen Signalen im Bereich von 200 nm bis 400 nm.
Die verwendete Probe AuNRg3 3 wurde in Kapitel 4.1 im Detail beschrieben. Die
[-LsPR-Bande war vor der Formmodifikation bei einer Wellenlinge von 729 nm

lokalisiert.

Wie im normierten Extinktionsspektrum in Abbildung 4.5(A) gezeigt, besitzt eine
Losung von Goldsauretrihydrat in Wasser zwei optische Banden im untersuchten
Bereich (schwarz). Diese liegen bei 219nm und 288nm. Eine reine Losung des
CTAB-Liganden in Wasser zeigt keine Banden, séttigt jedoch das Extinktionsspek-
trum bei knapp 214 nm aufgrund des Detektionslimits des Spektrometers ab (rot).
Bei der Mischung der beiden Komponenten im molaren Verhéltnis 1:1 zeigt der ge-

bildete cTA-AuCly-Komplex zwei optische Signale bei 258 nm und 394 nm (blau).
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Abbildung 4.5 — (A) Normierte Extinktionsspektren von HAuCl, (schwarz), CTAB
(rot) und einem Gemisch aus beiden Chemikalien (blau) im molaren Verhéltnis 1:1.
(B) Zeitaufgeloste Spektrenreihe an Extinktionsspektren wihrend der Formmodi-
fikation von AuNRs durch die Zugabe von Goldsduretrihydrat mit einer zeitlichen
Auflésung von 5 min. Die Banden des cTA-AuCly-Komplexes aus (A) sind bei 258 nm
und 394 nm zu erkennen.

In Abbildung 4.5(B) ist die zeitaufgeloste Spektrenreihe einer Formmodifikation
von AuNRs, induziert durch die Zugabe von Goldsduretrihydrat, gezeigt. Dort ist
zu erkennen, dass direkt beim Beginn des Formmodifikationsexperiments beide
CTA-AuCly-Komplex-Banden bei 258 nm und 394 nm deutlich zu erkennen sind.
Mit Ablauf der Formmodifikation verschiebt die I-LSPR der AuNRs zu hoheren
Energien und verliert gleichzeitig an Intensitét, &hnlich der Beschreibung der Form-
modifikation in Kapitel 4.2.1. Gleichzeitig kommt es zum Intensitdtsverlust der
CTA-AuCly-Komplex-Banden, die nach Abschluss der Formmodifikation bei 120 min
nicht mehr vom Streuhintergrund der AulNRs unterscheidbar sind. Folglich scheint
der cTA-AuCly-Komplex bei einer iiberschiissigen Anwesenheit von CTAB wéihrend
der Reaktion verbraucht zu werden. Unter Annahme einer Komproportionierung
wiirden Au®*-Ionen mit elementaren Au’-Atomen an der Oberfliche der AuNRs
zu Au' reagieren. Durch die fehlende optische Aktivitit des Au™ wird diese These

zunachst unterstiitzt.

Der Nachweis der Au"-Tonen erfolgte elementaranalytisch mittels Graphitrohr-AAs
(vgl. Kap. 3.3.3). Zur Vorbereitung der Elementaranalyse wurde die AuNR-L6-
sung nach der Formmodifikation durch Ultrazentrifugation (40000g) von samtli-
chen Au’-Spezies getrennt und der Erfolg der Zentrifugation durch den Mangel an

plasmonischem Signal (nur fiir plasmonische Goldnanostrukturen > 2nm) im Ex-
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tinktionsspektrum bestétigt. Durch das Fehlen der cTA-AuCl,-Komplex-Banden in
Anwesenheit von ausreichend CTAB konnte zudem mithilfe der Elementaranalytik

samtliches Restgold in der Losung der Au™-Spezies zugeordnet werden.

Die Proben der Elementaranalytik enthielten vor der Zentrifugation AuNRs mit ei-
ner Konzentration von ¢ = 3.54 - 1071 mol-L!. Nach Zugabe von 1.78 mmol Gold-
sduretrihydrat zu der Reaktionslésung und der anschliefsenden Komproportionie-
rung hitte die Konzentration an Au"-Ionen nach Abschluss der Formmodifikation
im untersuchten Probenvolumen bei 16.7 mg-L! liegen sollen. Die Vierfachbestim-
mung der Elementaranalytik ergab eine Konzentration von 13.1mg-L™! mit einer
Standardabweichung der Mittelwerte von ¢ = 0.2mg-L™! und bestitigt damit die

Komproportionierung von Au?™ und Au® zu Au™ in wissriger CTAB-Losung.

4.2.3 Vergleich der optischen Ergebnisse mit den Berechnungen aus
DDSCAT

Fiir den Vergleich der optischen Ergebnisse der Formmodifikation aus Kapitel 4.2.1
wurden mit Hilfe von DDSCAT Berechnungen von Extinktionsspektren fiir verschie-
dene AuNR-Geometrien durchgefiihrt. Die theoretische und praktische Funktions-
weise von DDSCAT ist in den Kapiteln 2.2.4 und 3.4 nadher erlautert. Alle im Fol-
genden verwendeten AuNR-Geometrien besitzen einen Dipol-Dipol-Abstand von
d = 0.37nm. Die Gesamtzahl der Dipole lag pro Geometrie bei jeweils mindestens
100 000.

Fiir ein tieferes Verstdandnis der Entstehung der plasmonischen Resonanzfrequen-
zen fiir unterschiedliche Aspektverhéltnisse, wurde dieses von 1.0 bis 6.0 vari-
iert und die entsprechenden Extinktionsspektren miteinander verglichen. Abbil-
dung 4.6 zeigt Extinktionsspektren von AuNR-Geometrien mit einem konstanten
Durchmesser von 15nm. Dabei wurde lediglich die Lange und folglich das Aspekt-
verhéltnis variiert. Abbildung 4.6(A) zeigt die Variation des Aspektverhéltnisses
von 1.0 bis 1.9 in Schritten von 0.1. Dabei wird die plasmonische Bande im Extink-
tionsspektrum bei Erhéhung des Aspektverhéltnisses zunéchst breiter und steigt
in ihrer Intensitét. Ab einem Aspektverhéltnis von 1.6 (oliv) bildet sich eine deut-
lich erkennbare zweite plasmonische Resonanzbande aus, die bei 563 nm lokalisiert
ist. Mit weiter steigendem Aspektverhéltnis sinkt der Extinktionswert der ¢t-LSPR

wieder ab, da die Uberlagerung der plasmonischen Extinktionsbanden abnimmt.
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Abbildung 4.6 — Gezeigt sind mit Hilfe von DDSCAT berechnete Extinktionsspek-
tren von einzelnen AuNRs mit verschiedenen Geometrien. Dabei besitzen alle AuNRs
einen Durchmesser von 15nm, wihrend das Aspektverhiltnis in (A) von 1.0 bis 1.9
und in (B) von 1.0 bis 6.0 variiert wurde. In (A) ist zu sehen, dass die Trennung der
beiden plasmonischen Banden erst ab einem Aspektverhéltnis von etwa 1.6 erfolgt. In
(B) wird die Verdnderung des Intensitétsverhaltnisses zwischen /-LSPR- und ¢-LSPR-
Bande mit zunehmendem Aspektverhéltnis deutlich. Der Dipol-Dipol-Abstand lag
bei allen Berechnungen bei d = 0.37nm. Die Berechnung der Strukturen erfolgte
jeweils mit mindestens 100 000 Dipolen.

Gleichzeitig wird die [-LSPR-Bande mit steigendem Aspektverhéltnis immer ausge-

pragter und steigt in ihrer Intensitat.

Abbildung 4.6(B) zeigt die Variation des Aspektverhéltnisses in groferen Schrit-
ten zu je 0.5. Das maximale Aspektverhéltnis liegt bei 6.0. Es ist deutlich erkenn-
bar, dass die [-LSPR-Bande mit jeder weiteren Erhéhung des Aspektverhéltnisses
zu niedrigeren Energien verschiebt. Die [-LSPR-Wellenldngenmaxima sind im op-
tischen Spektrum bei gleichen Aspektverhéltnisschritten dquidistant voneinander
entfernt. Zudem ist zu erkennen, dass die Intensitit der /-LSPR-Bande gleichzeitig
zur niederenergetischen Verschiebung zunimmt. Ein entsprechender Erkléarungsan-
satz ist in Kapitel 2.2.3 naher erldutert. Mit der Intensitdtszunahme steigt zugleich

die Breite (full width half mazimum - FWHM) der [-LSPR-Bande .

Neben der Variation des Aspektverhéltnisses wurde in den Berechnungen zu Ab-
bildung 4.7 zudem der Durchmesser der AuNR-Geometrien verdndert. Die berech-
neten Extinktionsspektren stellen in ihrer Intensitéit eine Summe aus Absorptions-
und Streuanteil dar. Da grofere Goldnanostrukturen einen deutlich groferen Streu-
querschnitt besitzen, steigt der Anteil an Streuung im Extinktionsspektrum mit
Zunahme der Grofe der Gesamtstruktur an. In Abbildung 4.7 sind vier Spektren-
scharen gezeigt, die den Aspektverhéltnissen 3.0 bis 6.0 in Schritten von 1.0 zuge-

ordnet werden konnen. Jede Spektrenschar enthélt sechs Extinktionsspektren, die
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Abbildung 4.7 — Gezeigt sind mit Hilfe von DDSCAT berechnete Extinktionsspek-
tren von AuNRs. Die Spektren der ersten Funktionsschar (schwarz) resultieren aus
AuNR-Strukturen mit einem Aspektverhéltnis von 3.0. Alle AuNRs der roten Funk-
tionsschar besitzen ein Aspektverhéltnis von 4.0, die der griinen Funktionsschar ein
Aspektverhéltnis von 5.0 und alle AuNRs der blauen Funktionsschar weisen ein
Aspektverhéltnis von 6.0 auf. Jede Funktionsschar besteht aus sechs Extintionss-
pektren, in denen der Durchmesser der AuNRs variiert wurde. Das jeweilige Spek-
trum mit der niedrigsten Intensitét kann einem Durchmesser von 5nm zugeordnet
werden. Die néchst héheren Intensitédten gehtren zu den Durchmessern 7nm, 9 nm,
11nm, 13nm und 15nm. Der Dipol-Dipol-Abstand lag bei allen Berechnungen bei
d = 0.37nm. Die Berechnung der Strukturen erfolgte jeweils mit mindestens 100 000
Dipolen. Die Berechnung des Spektrums mit einem Aspketverhéltnis von 6.0 mit ei-
nem Durchmesser von 13 nm ist aufgrund von Symmetrieproblemen nur bis zu einer
Wellenlédnge von 1100 nm mdglich.

auf der Berechnung von AuNR-Geometrien mit unterschiedlichen Durchmessern
basieren. Dabei wurden die Durchmesser von 5 nm in Schritten von 2 nm bis 15 nm
variiert. Es fallt auf, dass zunéchst die Spektrenscharen nach ihrem Aspektverhalt-
nis sortiert sind. Mit steigendem Aspektverhéltnis sind die [-LSPR-Maxima der
Spektrenscharen dquidistant zu niedrigeren Energien verschoben. Dies entspricht
den Ergebnissen aus Abbildung 4.6. Zusétzlich sind die [-LSPR-Maxima mit steigen-
dem Durchmesser nicht nur zu héheren Intensitéten, sondern auch zu niedrigeren
Energien verschoben. Dieser Effekt ist jedoch so klein, dass er die Zuordnung der

[-LsPR-Resonanzfrequenz zu einem Aspektverhéltnis nur minimal stort.

Die Zuordnung der [-LSPR-Resonanzfrequenzen zu den entsprechenden Aspekt-
verhélnissen erfolgte von der Gruppe um EL-SAYED mit Hilfe eines linearen Ver-
laufs. Ziel der DDSCAT-Berechnungen war die Erweiterung des linearen Zusammen-
hangs fiir einen [-LSPR-Resonanzfrequenzbereich von etwa 580nm bis 1000 nm.
Abbildung 4.8 zeigt in schwarz die Auftragung der mittels DDSCAT berechneten
I-LSPR-Wellenldngen gegen das entsprechende Aspektverhéltnis der AuNR-Geome-
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Abbildung 4.8 — Auftragung der [-LsSPR-Wellenldnge gegen das Aspektverhélt-
nis von AuNRs. Die schwarzen Datenpunkte zeigen die Ergebnisse der Berechnung
des Absorptions- und Streuverhaltens mit Hilfe von DDSCAT fiir unterschiedliche
Aspektverhéltnisse und bilden die Grundlage fiir die Verkniipfung des notwendigen
Aspektverhéltnisses an das biologische Transparenzfenster der menschlichen Haut in
Abbildung 2.9. Alle AuNR-Geometrien besafen einen Durchmesser von 15nm, bei
dem nur das Aspektverhéltnis variiert wurde. Der Dipol-Dipol-Abstand lag bei allen
Berechnungen bei d = 0.37nm. Die Berechnung der Strukturen erfolgte jeweils mit
mindestens 100000 Dipolen. In rot dargestellt sind experimentelle Daten, deren I-
LSPR gegen das im TEM bestimmte Aspektverhéltnis aufgetragen ist. Dabei wurden
aus dem Experiment in Abbildung 4.2(A) die Originalprobe sowie die Uberschiisse
240k, 399k, 559k und 719k verwendet. Als griine und blaue Dreiecke dargestellt sind
die berechneten und experimentellen Daten aus der Arbeit von EL-SAYED [68]. (Ad-
apted with permission from Stephan Link; Mona B. Mohamed; Mostafa A. El-Sayed;
J. Phys. Chem. B 1999, 103, 3073-3077. doi: 10.1021/jp990183f) Copyright ©) 1999
American Chemical Society [68]

trien mit einem Durchmesser von 15nm. Der lineare Fit besitzt einen Fehler von
R? = 0.999. Die lineare Ausgleichsgerade diente als Richtlinie fiir die Umrechnung
der [-LsPR-Resonanzfrequenz in das entsprechende Aspektverhéltnis. Zur Verifi-
kation der DDSCAT-Ergebnisse sind in Abbildung 4.8 in Form von griinen und
blauen Dreiecken die berechneten und experimentell bestimmten Werte aus der
Originalpublikation von EL-SAYED aufgetragen [68]. Diese stimmen vor allem be-
zogen auf ihre Steigung sehr gut mit den DDSCAT-Werten iiberein. Des Weiteren
sind in rot die Werte des ersten Formmodifikationsexperiments aus Abbildung 4.2
aufgetragen. Die fiinf Datenpunkte gehoren zu der Originalprobe der AuNRs so-
wie zu den Uberschiissen 240k, 399k, 559k und 719k. Es ist zu erkennen, dass die
Proben der Formmodifikation nahezu ohne Fehler auf dem linearen Fit der DDs-
CAT-Berechnungen liegen. Die lineare, systematische Verschiebung des Aspektver-
héltnisses wahrend der Formmodifikation deutet darauf hin, dass diese bei nahezu

konstantem Durchmesser ablauft. Fiir die Uberpriifung dieser Hypothese wurden
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im néchsten Schritt TEM-Aufnahmen der einzelnen Modifikationssschritte angefer-

tigt.

4.2.4 Modifikation der /I-LSPR iiber den gesamten sichtbaren
Spektralbereich

Die Formmodifikation der AuNRs direkt aus der Syntheselosung bringt viele Vor-
teile mit sich. Zum einen zeigen die AuNRs bei einer cTAB-Konzentration von
¢ = 47mmol-L! eine sehr langfristige Stabilitit in wissriger Losung, zum an-
deren liegt der pH-Wert wéhrend der Synthese bei etwa pH = 1.1, was die Stabi-
litdt der cTAB-Mizellen begiinstigt und erhilt. Die Nachteile der Durchfiihrung
der Formmodifikation in der Syntheselosung sind jedoch ebenfalls vielfdltig: Mit
¢ = 47mmol-L! liegt die cTAB-Konzentration iiber der maximalen Loslichkeit bei
19.35°C in Wasser [191], weshalb die Losung dauerhaft auf 30 °C gehalten werden
muss. Eine Reduzierung der cTAB-Konzentration auf einen bei Raumtemperatur
l16slichen Wert oberhalb der cMC dient daher in erster Linie praktischen Erwa-
gungen. Dabei muss gewéahrleistet sein, dass die CTAB-Konzentration hoch genug
ist, um die Komproportionierungsreaktion nach Gleichung 4.1 nicht zu verlangsa-
men. Eine entsprechende Testreihe ergab eine optimale CcTAB-Konzentration von
¢ = 20mmol-L!. Zusitzlich entstehen bei der Synthese von AuNRs neben dem
Hauptprodukt auch unerwiinschte Nebenprodukte wie sphérische AuNP, iibrigge-
bliebene Keime oder Reste an Goldprecursor in Losung, die mit den Au®"-Ionen
reagieren und somit das Ergebnis der genauen Untersuchung der notwendigen
Au?T-Tonenkonzentration verindern kénnen. Zudem fiihren Reste von Natrium-
borhydrid und Ascorbinséure in der Synthesel6sung zu nachgelagerten Reduktions-
prozessen, die auch lange nach Ende der Synthese nicht vollstdndig ausgeschlossen

werden konnen.

Aus diesem Grund wurden im Folgenden alle Formmodifikationsexperimente an
AuNR-Proben durchgefiihrt, die im Vorfeld einem Aufreinigungsprozess unterzo-
gen wurden. Die genaue Beschreibung der Aufreinigung erfolgte in Kapitel 3.2.1
und fiihrt zur Abtrennung aller Nebenprodukte und gleichzeitig zur Reduzierung
der cTAB-Konzentration. Nach den zwei Aufreinigungsschritten liegt die cTAB-Kon-
zentration in der Regel bei einem Wert von etwa ¢ = 1 mmol-L™! und damit iiber
der cMcC (vgl. Kap. 2.3.5). Im Anschluss wurden die AuNRs in einer CTAB-Losung

mit ¢ = 20 mmol-L™! aufgenommen und der pH-Wert mit Salzsiure (¢ = 37 %) auf
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Abbildung 4.9 — (A) Normierte Extinktionsspektren der AuNR-Probe AuNR7 7
unter Zugabe von verschiedenen molaren Uberschiissen an Goldsduretrihydrat. Mit
steigendem Uberschuss verschiebt die Wellenlinge am Maximum der [-LSPR-Bande
in dquidistanten Abstdnden weiter zu hoheren Energien. (B) Auftragung der spek-
tralen Lage der [-LSPR gegen den verwendeten Precursor-Uberschuss. (C) Intensi-
tétsverhéltnis aus [-LSPR und ¢-LSPR fiir jedes einzelne Spektrum in Abhangigkeit
der Lage der I-LsPR-Bande. (D)-(J) TEM Bilder der AuNRs wéhrend verschiede-
ner Schritte des Verkiirzungsprozesses in 20 mmol-L™! ¢TAB-Losung (pH = 1.1) mit
folgenden Uberschiissen. (D): 33k, (E): 65k, (F): 98k, (G): 131k, (H): 163k, (J): 194k.
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etwa 1.1 eingestellt. Eine Studie zur Zugabe von zusétzlichem Silbernitrat ergab,
dass die Zugabe keinen Einfluss auf die Formmodifikation oder die nachgelagerte

Stabilitdt der AuNRs hat und daher vernachléssigt werden kann.

Abbildung 4.9 gibt einen Uberblick iiber die systematische Formmodifikation der
[-LSPR iiber den gesamten sichtbaren und NIR-Spektralbereich von AuNRs, die
im Vorfeld einem Aufreinigungsprozess unterzogen und deren CTAB-Konzentration
und pH-Wert manuell eingestellt wurden. Die verwendete Probe AuNR7 7 wurde
im Detail in Kapitel 4.1 beschrieben. Die [-LsPR-Bande war vor der Formmodifika-
tion bei einen Wert von 1 183 nm lokalisiert. Abbildung 4.9(A) zeigt die gemessenen
Extinktionsspektren der AuNRs nach der Formmodifikation mit Hilfe von verschie-
denen Au?'-Ioneniiberschiissen. Bereits mit einem Ioneniiberschuss bezogen auf
einen AuNR von 16k ergab sich eine Verschiebung der [-LsPR-Bande um 44 nm zu
hoheren Energien. Ein Uberschuss von 194k verschob das Wellenlingenmaximum
der [-LSPR-Bande auf einen Wert von 595 nm und damit iiber einen Wellenléngen-
bereich von fast 600 nm. Es fallt auf, dass die Verschiebung mit der jeweiligen Er-
héhung des Au?'-Ioneniiberschusses um etwa 16k fquidistant verliuft. Zudem ist
erkennbar, dass bei einem Uberschuss von 194k die beiden plasmonischen Banden
nicht mehr scharf voneinander getrennt sind, sondern die /-LSPR-Bande eine gerin-
gere Intensitat als die {LSPR-Bande aufweist und folglich vielmehr einer Schulter
der t-LsPR-Bande gleicht. Trotz der Lage von 595 nm ist das Intensitatsverhaltnis
aus [-LSPR- und t-LSPR-Bande bereits unterhalb von eins. Beim Vergleich mit der
Formmodifikation der AuNRs in Abbildung 4.2 fillt auf, dass das Intensitatsver-

héltnis dort bei einer [-LSPR von 580 nm noch bei einem Wert von 1.10 lag.

Abbildung 4.9(B) zeigt die Lage der I-LsPR-Bande gegen den Au3'-Ioneniiber-
schuss. Die dquidistanten Absténde zwischen den Wellenldngen der [-LSPR-Maxima
nach der Formmodifikation in (A) zeigen sich hier als linearer Verlauf gegen den
Uberschuss. Ein linearer Fit der Daten zeigt einen R2-Wert von 0.999. In (C) ist das
Intensitédtsverhéltnis aus I-LSPR und ¢-LSPR fiir jede Lage des [-LSPR-Maximums
aufgetragen. Die Abbildungen 4.9(D)-(J) zeigen TEM-Aufnahmen der AuNRs nach
der Formmodifikation fiir verschiedene Uberschiisse. Jede der TEM-Aufnahmen
zeigt AuNRs mit wenigen Verunreinigungen durch andere Goldnanostrukturen.
Es ist zu erkennen, dass das Aspektverhéltnis der AuNRs mit steigender Zugabe
an Uberschuss deutlich verringert wird. Dieser Befund entspricht den Ergebnis-
sen in (B). Dort deuten die dquidistanten Abstédnde zwischen den Datenpunkten

der Wellenldngen der [-LSPR-Maxima auf eine konstante Reduzierung des Aspekt-
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verhéltnisses hin. Eine Grofsenbestimmung der AuNRs aus den TEM-Aufnahmen
ergab, dass der Durchmesser der AuNRs nach Ende der Formmodifikation unver-
andert vorliegt. Die Formmodifikation kann daher eher als Verkiirzungsprozess der
AuNRs bei konstantem Durchmesser betrachtet werden. Die ausgewerteten Lén-
gen und Durchmesser aller in Abbildung 4.9(D)-(J) gezeigten AuNR-Proben fir
verschiedene loneniiberschiisse sowie deren Standardabweichungen, berechnet iiber
), sind in Tabelle 4.2

FWHM

24/21n(2)

das FWHM des GAUSs-Fits der Grofenverteilung (o =

dargestellt.

Tabelle 4.2 — Gezeigt ist eine Ubersicht der Korrelation der optischen Daten der
Uberschiisse 33k, 65k, 98k, 131k, 163k und 194k aller optischen Spektren in Ab-
bildung 4.9(A) mit der Grofenbestimmung der dazugehdrigen TEM-Aufnahmen in
Abbildung 4.9(D)-(J). Die Auswertung der Lénge und des Durchmessers erfolgte
immer in Zusammenhang mit der Bestimmung der Grofenverteilung (in Prozent).
Diese erfolgte iiber das FWHM des GAUSs-Fits der Grofenverteilung.

Verhéltnis
Goldsaure- Durch-

. [-LSPR  [-LSPR| _ ..
trihydrat- Afom|  op Lénge [nm|  messer AR
Molekiile [nm]
pro AuNR
0 1193 2531 | 86.3+11% 11.2+16% | 7.7
33k 1089 1.860 | 70.8 +23% 11.8 +18% | 6.0
65k 982 1.382 [ 629+30% 122+ 16% | 5.2
98k 884 0.903 | 46.0 £28% 12.0+£15% | 3.8
131k 788 0.526 | 393+34% 122+ 15% | 3.2
163k 698 0.252 | 28.6 £38% 11.8+14% | 2.4
194k 995 0.781 [20.7+23% 121+ 14% | 1.7

In Tabelle 4.2 fallt auf, dass der prozentuale Fehler der Lange wahrend der Modi-
fikation mit steigendem Ioneniiberschuss ebenfalls ansteigt, wahrend die absolute
Standardabweichung (nicht gezeigt) annidhernd gleich bleibt. Die AuNRs vor der
Formmodifikation besafen eine Lange von 86.3 £ 9.9nm (£ 11 %). Die oxidative
Verkiirzung der AuNRs erhélt dabei wihrend der Formmodifikation mindestens
die absolute Standardabweichung und sollte diese durch den zuséatzlichen Prozess
der Formmodifikation tendenziell leicht vergrofern. Genau dieser Effekt zeigt sich

bei der Vermessung von Linge und Durchmesser.

Aufgrund des hohen AR der AuNRs in der Ausgangslésung und der damit verbunde-

nen hohen absoluten Standardabweichung der Lange kommt es wéahrend der Form-
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modifikation zur Verbreiterung der plasmonischen Banden im Extinktionsspektrum
und einem entsprechenden Intensitétsverlust der plasmonischen Resonanz, zusitz-
lich zum Intensitéatsverlust durch eine starkere Kopplung der beiden plasmonischen
Moden durch die Reduzierung des AR (vgl. Kap. 2.2.3). Dieser Effekt fiihrt zu dem
erwiahnten niedrigen Intensitétsverhéltnis aus [-LSPR und ¢-LSPR (vgl. Abb. 4.9(A)
und (C)). Der Verlust der Resonanzintensitdt macht die AuNRs weniger attraktiv
fiir optische Anwendungen, da haufig die Absorption oder Streuung der I-LSPR

eine elementare Voraussetzung fiir die optischen Eigenschaften darstellt.

4.2.5 Formmodifikation und Optimierung der GrélRenverteilung der
I-LSPR im Spektralbereich um 600 nm

Um die Resonanzintensitdt zu erhdhen und gleichzeitig durch Formmodifikation
die I-LsPR-Bande der AuNRs im Spektralbereich um 600 nm zu optimieren und
um vor allem fiir die deutliche Trennung der plasmonischen Banden zu sorgen,
wurde die systematische Verkiirzung im Folgenden an der Probe AuNRg3 mit
einem niedrigeren AR durchgefiihrt. Die verwendeten AuNRs sind in Kapitel 4.1
im Detail beschrieben. Die I-LSPR-Bande war vor der Formmodifikation bei einem
Wert von 729 nm lokalisiert. Wie im vorherigen Experiment wurden der pH-Wert
auf 1.1 und die cTAB-Konzentration fiir die Formmodifikationsexperimente auf

¢ = 20mmol-L! eingestellt.

Abbildung 4.10 zeigt die optischen Daten und TEM-Aufnahmen wéhrend der Form-
modifikationsexperimente. Dabei sind in Abbildung 4.10(A) die normierten Ex-
tinktionsspektren der AuNRs vor Beginn des Verkiirzungsprozesses (0k) sowie die
Extinktionsspektren der Ioneniiberschiisse 31k, 62k, 93k, 124k, 154k, 185k, 216k
und 247k dargestellt. Ahnlich wie bei der Beschreibung der Extinktionsspektren in
Abbildung 4.9(A) verlauft die Verschiebung der Wellenléngen der I-LSPR-Maxima
mit steigendem loneniiberschuss in dquidistanten Abstédnden zu hoheren Energi-
en. Dabei fallt das Extinktionsspektrum mit einem Ionentiberschuss von 247k auf,
bei dem die [-LsPR-Bande nicht mehr als isolierte Bande, sondern als Schulter
der t-LSPR-Bande auftritt. Die Verkiirzung bei konstantem Durchmesser auf ein
AR von eins hat das Auftreten nur noch einer plasmonischen Resonanzbande zur
Folge (vgl. Kap. 2.2.3). Die anschliefende isotrope Verringerung des Durchmes-
sers der dann sphirischen AuNPs (vgl. [88]) ist in der Anderung der Lage der
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Abbildung 4.10 — (A) Normierte Extinktionsspektren der AuNR-Probe unter Zu-
gabe von verschiedenen Uberschiissen an Goldséuretrihydrat. Mit steigendem Uber-
schuss verschiebt die I-LSPR-Bande weiter zu héheren Energien. (B) Auftragung der
spektralen Lage der I-LSPR gegen den verwendeten Precursor-Uberschuss. (C) Inten-
sitdtsverhéltnis aus [-LSPR und ¢-LSPR fiir jedes einzelne Spektrum in Abhéngigkeit
der Lage der I-LsPR-Bande. (D)-(G) TEM-Aufnahmen der AuNRs wéhrend verschie-
dener Schritte des Verkiirzungsprozesses in 20 mmol-L-! ¢TAB-Losung mit folgenden
Uberschiissen. (D): 31k, (E): 93k, (F): 154k, (G): 216k.
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l-LspPR-Bande nicht mehr nachvollzichbar. In (B) ist die spektrale Lage der Wellen-
linge der I-LsPR-Maxima gegen den Ioneniiberschuss an Au®*-Ionen aufgetragen.
Wie bereits in Kapitel 4.2.4 beschrieben, verhalt sich der Zusammenhang linear.
Der Fehler eines linearen Fits der Datenpunkte liegt bei einem R2-Wert von 0.999
und unterstreicht damit noch einmal die mogliche Genauigkeit der verwendeten
Methode. Abbildung 4.10(C) zeigt den Verlauf des Intensitétsverhaltnisses aus
I-LSPR und t-LSPR fiir jede spektrale Lage der [-LSPR. Es zeigt sich der erwartete
abnehmende Verlauf des Intensitédtsverhéltnisses bei der Verschiebung der [-LSPR
zu hoheren Energien. Dabei fillt der Wert fiir das Intensitédtsverhéltnis aus I-LSPR
und ¢-LSPR fiir die AuNRs mit einer /-LSPR-Bande bei 568 nm auf, der oberhalb
von eins liegt und damit die gute Unterscheidbarkeit der [-LSPR und der ¢{-LSPR
der Probe mit einem Ioneniiberschuss von 216k zeigt. Der starke Unterschied zur
[-LsPR als Schulter der ¢-LsPR-Bande in Abbildung 4.9(A) lasst sich dabei auf
die geringere absolute Standardabweichung der verwendeten AuNRs mit einem
niedrigeren AR zuriickfithren. In Abbildung 4.10(D)-(G) sind TEM-Aufnahmen von
AuNRs nach der Formmodifikation fiir verschiedene Uberschiisse dargestellt. Die
Verkiirzung der Langen der AuNRs nach Auswertung der TEM-Aufnahmen ist sehr
homogen, wiahrend kaum Verunreinigungen der AuNRs auf den TEM-Aufnahmen
zu erkennen sind. Die vermessenen Léngen und Durchmesser der AuNRs auf den
entsprechenden TEM-Aufnahmen sind inklusive der Standardabweichungen und op-
tischen Daten in Tabelle 4.3 dargestellt.

Tabelle 4.3 — Gezeigt ist eine Ubersicht der Korrelation der optischen Daten
der Uberschiisse 31k, 93k, 154k und 216k aller optischen Spektren in Abbil-
dung 4.10(A) mit der GroRenbestimmung der dazugehorigen TEM-Aufnahmen in
Abbildung 4.10(D)-(G). Die Auswertung der Liange und des Durchmessers erfolgte
mit Hilfe eines GAUSS-Fits der Grofenverteilung. Die Standardabweichung wird {iber
das FWHM des GAUSS-Fits der Gréenverteilung bestimmt.
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Verhéltnis
Goldséure- Durch-

. [-LSPR  [-LSPR| _ ..
trihydrat- Afom|  op Lénge [nm| messer AR
Molekiile [nm)]
pro AuNR
0 729 2430 | 56.1 +£12% 171 +£12% | 3.3
31k 704 2.000 | 51.84+14% 183 +£14% | 2.8
93k 663 1.500 | 433 +14% 184 +10% | 24
154k 616 0871 | 35.0+22% 17.7+15% | 2.0
216k 568 0.428 | 244+32% 173+18% | 1.4




4.2 Oxidative Formmodifikation der Goldnanorods

Erneut ist ein Anstieg der relativen Standardabweichung der Lange mit steigen-
dem Ioneniiberschuss erkennbar, wihrend sowohl der Durchmesser als auch die
Standardabweichung des Durchmessers nahezu konstant bleiben. Interessant ist
zudem das Abfallen des Aspektverhéaltnisses fiir die Probe mit einem Ioneniiber-
schuss von 216k auf 1.4. Bei einem Vergleich eines so niedrigen Aspektverhéltnisses
mit den Berechnungen aus DDSCAT (vgl. Abb. 4.6) zeigt sich ein Unterschied im mi-
nimal erreichbaren Aspektverhéiltnis, bei dem die beiden plasmonischen Resonanz-
banden im optischen Spektrum noch deutlich voneinander getrennt sind. Dieser
Unterschied kann auf verschiedene Aspekte zuriickgefiihrt werden. Zum einen gibt
es Ungenauigkeiten in der Bestimmung der Polydispersitéit durch die Auszéhlung
der TEM-Aufnahmen, die zu der Bestimmung eines Aspektverhéltnisses fiihren,
das unterhalb des realen Aspektverhéltnisses liegt. Zum anderen unterscheidet die
reale Probe von der berechneten Probe die Anwesenheit von geringen Mengen
an Verunreinigungen. Diese Verunreinigungen bestehen beispielsweise aus spha-
rischen AuNPs, die eine plasmonische Resonanzfrequenz im Bereich um 517 nm
besitzen [192]. Sogar bei sehr geringen Mengen an sphérischen AuNPs fiihrt das
Auftreten dieser zusitzlichen plasmonischen Resonanzbande in der Uberlagerung
mit der ¢-LSPR-Bande der AuNRs zu dem Anschein einer stérker ausgeprégten
t-LSPR-Bande und damit einer scheinbar besseren Trennung der beiden plasmoni-
schen Banden, die jedoch in dem UV-Vis-Spektrum der reinen AuNR-Probe nicht
gegeben ist.

In Abbildung 4.11 sind die Lange und der Durchmesser mit den entsprechenden
Standardabweichungen wéahrend der Verkiirzung fiir die in den Kapiteln 4.2.4 und
4.2.5 beschriebenen Formmodifikationsexperimenten dargestellt. Die zugehorigen
Daten entstammen den Tabellen 4.2 und 4.3. Abbildung 4.11(A) zeigt dabei die Da-
ten der Probe AuNR7 7 mit einer Lange (schwarz) und einem Durchmesser (blau)
vor der Formmodifikation von 86.3 9.9 nm (+ 11 %), bzw. 11.2 + 1.8 nm (£ 16 %).
Die Probe AuNR3 3 in Abbildung 4.11(B) besafs vor der Formmodifikation eine Lan-
ge von 56.1 + 6.5nm (£ 12 %) und einen Durchmesser von 17.1 &+ 2.1nm (£ 12 %).
Dabei fallt in beiden Graphen die Linearitdt des Verlaufs der Dimensionen auf. Li-
neare Fits beider Durchmesser erreichen einen R2-Wert von 0.999. Die Fehlerwerte
fiir die Léngen in (A) liegen bei 0.993 und in (B) bei 0.997. Der Durchmesser ver-
hélt sich in beiden Proben zudem nahezu konstant und zeigt kaum Variation in der

Standardabweichung. Der Verlauf der Léngen zeigt dabei einen héheren Fehler des
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Abbildung 4.11 — Gezeigt sind die Verldufe der Langen (schwarz) und Durchmes-
ser (blau) inklusive der Standardabweichungen, bestimmt aus dem jeweiligen FWHM
des Gauss-Fits der Grofenverteilung wihrend der Formmodifikation. (A) zeigt die
Verlaufe der Probe AuNR7; 7 aus Abbildung 4.9 mit einer Lange von 86.3 £ 9.9nm
(£11%) und einem Durchmesser von 11.2 + 1.8 nm (£ 16 %) vor der Formmodifi-
kation. (B) zeigt die Verldufe der Langen und Durchmesser der Probe AuNRj 3 aus
Abbildung 4.10. Diese hatten vor der Formmodifikation eine Lange von 56.1 + 6.5 nm
(£12%) und einen Durchmesser von 17.1 £+ 2.1nm (+12%).

Fits, der auf die hohere Polydispersitdt der Langen und die entsprechend breitere

Grofenverteilung zuriickzufiihren ist.

4.2.6 Modell zur Nutzung der Formmodifikation fiir die
Feinjustierung der /I-LSPR von AuNRs

Die in den vorangegangenen Kapiteln beschriebene systematische Untersuchung
der Verkiirzung der AuNRs und die damit einhergehenden Verdnderungen der
optischen Eigenschaften bilden im folgenden Kapitel die Grundlage fiir die pra-
zise Vorhersage der Verkiirzung fiir AuNRs mit verschiedenen Geometrien und
AuNR-Konzentrationen. Wie in Kapitel 4.2.1 beschrieben, erfolgt die Oxidation
der Goldatome an der Oberfliche der AuNRs durch eine Komproportionierungsre-
aktion mit den Au?"-Ionen. Die entsprechende Reaktionsgleichung 4.2 veranschau-
licht noch einmal die unterschiedlichen Oxidationsstufen, die in Anwesenheit von

Chloridionen an der Komproportionierung beteiligt sind.

111 0 I
AuCly” +2Au+2Cl" =3 AuCly™ (4.2)

Da die Formmodifikation der AuNRs sich ausschliefslich in der Verkiirzung der

AuNRs dufert, kann davon ausgegangen werden, dass die Oxidationsprozesse aus-
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Abbildung 4.12 — Gezeigt ist die schematische Darstellung eines AuNRs (teiltrans-
parent) mit einem Aspektverhéltnis von sieben, einem Durchmesser dayng und der
Lange louNg- Der AuNR wird durch Komproportionierung und selektive Verkiirzung
auf ein Ziel-Aspektverhéltnis von fiinf in seiner Geometrie verindert und besitzt nach
der Verkiirzung die Lange lz;e1.

schliefslich an den Kappen der AuNRs stattfinden. Dieses Phdnomen ist aus der
Literatur bekannt und tritt beispielsweise auch bei der Atzung von AuNRs mithilfe
von Wasserstoffperoxid auf|[112, 113]. Der Effekt ist auf die niedrigere Liganden-
dichte des ¢TAB an den Kappen des AuNRs zuriickzufiihren, da dort durch die hohe
Kriimmung der Oberfliche keine mit den grofien Kristallflichen vergleichbare Li-
gandenséttigung erreicht werden kann. Die hohe Oxidationsrate an den Kappen
fiihrt zu einer beidseitig induzierten Verkiirzung der AuNRs. Abbildung 4.12 zeigt
eine schematische Darstellung eines AuNR wéhrend einer beidseitig induzierten
Verkiirzung. Das zu verkiirzende Volumen entspricht dabei einem Zylindervolu-
men mit dem Durchmesser da,nr des AuNR und einer Hohe mit der Differenz aus
der Lange des AulNRs vor der Verkiirzung [ayng und nach der Verkiirzung lzie
und ist in Gleichung 4.3 dargestellt.

daung \ 2
VZylinder = T - (A2NR> - (launr — lziel) (4.3)

Zur Bestimmung der Gesamtzahl der zu oxidierenden Goldatome N(Au®) in dem
Volumen des Zylinders, wurde dieses mit Hilfe des Volumens einer fcc-Elementar-
zelle mit V' = 6.78-10~2 nm? in die Anzahl der Elementarzellen umgerechnet. Jede
Elementarzelle des Goldes enthélt vier Goldatome (vgl. Kap. 2.2.1). Daher ergibt
sich die Gesamtzahl der zu oxidierenden Goldatome N(Au) nach Gleichung 4.4.

V; inder
N(Au®) = ﬁ 4 (4.4)
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Nach Gleichung 4.2 ist ein Au®*-Ion in der Lage, zwei Goldatome zu oxidieren. Der
entsprechende Faktor von 0.5 2% herechnet daher die Zahl der fiir die Oxidation

Au(I11)

notwendigen Au?*-Ionen pro AuNR und wird iiber die Stoffmenge der AuNRs,

die sich aus dem eingesetzten Volumen und der Konzentration (vgl. Kap. 3.3.2)
ergibt, in die fiir die Oxidation nétige Stoffmenge an Goldsduretrihydrat n(Au")

umgerechnet. Der entsprechende Zusammenhang ist in Gleichung 4.5 dargestellt.

n(Audt) = N(Au) - 0.5 2

Au(III)

- n(AuNRs) (4.5)

Abbildung 4.13 zeigt in blau die lineare Darstellung der erwarteten und mit Hilfe
der Gleichungen 4.3 bis Gleichung 4.5 berechneten Léngen der AuNRs nach der
Verkiirzung, basierend auf der zu oxidierenden Zahl an Goldatomen fiir die je-
weiligen Durchmesser und Konzentrationen. Abbildung 4.13(A) bezieht sich dabei
auf die Probe AuNRy 7, wihrend Abbildung 4.13(B) die Berechnung fiir die Pro-
be AuNRj3 3 darstellt. Mit schwarzen Punkten dargestellt sind jeweils die Daten
der aus den TEM-Aufnahmen bestimmten Léngen fiir die verschiedenen Ioneniiber-
schiisse, die bereits in Kapitel 4.2.5 diskutiert wurden. Beim Vergleich der mittels
TEM bestimmten Datenpunkte mit den berechneten Langendaten kommt es zu
einer sehr guten Ubereinstimmung. Insbesondere die Daten der AuNR-Probe mit
einem AR von 3.3 in Abbildung 4.13(B) bestatigen den Verlauf der berechneten Lan-
genfunktion und damit indirekt auch den Mechanismus der Komproportionierung
und der Oxidation der Goldatome an der Goldoberfliche der Kappen der AuNRs.
In Abbildung 4.13(A) kommt es aufgrund des hoheren Aspektverhéltnisses und der
groferen absoluten Standardabweichung zu Fehlern in der Gréfenbestimmung, wes-
halb einige Datenpunkte Abweichungen vom berechneten Verlauf zeigen. Die gute
Ubereinstimmung der berechneten Daten mit den TEM-Daten spricht aukerdem fiir
die gute Bestimmbarkeit der Konzentration von AuNRs in dem hier verwendeten
AR- und Grofsenbereich basierend auf den optischen Messungen und der Lage der
[-LSPR (vgl. Kap. 3.3.2).

Unter der Voraussetzung von aufgereinigten AuNRs mit einer Grofenverteilung
im Bereich bis +10 % in einem stabilen CTAB-System bei konstantem und saurem
pH-Wert, kann die hier verwendete Methode zur Voraussage der Verkiirzung von
AuNRs verwendet werden und erzielt iiber die Bestimmung der Gesamtzahl der

zu oxidierenden Goldatome eine gute Genauigkeit. Die mittlere Abweichung der

70



4.2 Oxidative Formmodifikation der Goldnanorods

1 T 1

1 T 1

NVF e experimentell | 55 — ° e experimentell -
80 - berechnet ] 50 | ® berechnet i
=70 | o 4 = _r 1
g I ® ) g 45 _— Y -_
£.60 F 4 &
S50k 1 g4o0r ]
S : o | S35k 4
S 40 F . 1 = ok R ]
30 B A AR=7.7 . 7] 25 [ B R=3.3 ]
S I N o -
20 |- ] \ ] \ ® [ 1 , ] . ] :
0 100000 200000 0 100000 200000
loneniberschuss loneniberschuss

Abbildung 4.13 — Gezeigt sind die Daten der Lange der AuNRs nach dem Ver-
kiirzungsprozess fiir verschiedene Ioneniiberschiisse (schwarze Punkte) im Vergleich
zu den berechneten Léngen, die aus der Oxidation der Goldatome resultieren. Die
verwendeten AuNRs wurden im Detail in Kapitel 4.1 beschrieben.

AuNR-Lénge vom berechneten Modell liegt fiir die Probe AuNR7 7 bei 2.8 nm. Die-
se durch die hohe Polydispersitidt der AuNRs bedingte Langenabweichung fiithrt zu
einer Anderung des Aspektverhiltnisses und zu einer entsprechenden Diskrepanz
der I-LSPR vom berechneten Wert von +20nm (Durchmesser: 11.2nm). Bei der
Probe AuNRg3 3 ergibt sich eine mittlere Abweichung der Datenpunkte vom Modell
in Hohe von 0.7nm in der Lange. Bei einem Durchmesser von 17.1 nm ergibt sich
eine durch die Polydispersitit der AuNR-Synthese bedingte Diskrepanz der I-LSPR

von *+5nm. Entsprechende Versuchsreihen zeigen zudem eine hohe Reproduzier-
barkeit der Methode.

Die Moglichkeit der exakten Voraussage der Lange der AuNRs durch die beschrie-
bene Methode grenzt diese von anderen Methoden der selektiven Formmodifikation
in der Literatur ab (vgl. Kap. 2.3.4). Zudem findet die Durchfithrung nach einer
standardisierten Aufreinigung bei Raumtemperatur statt und beinhaltet weder die
Zugabe von Chemikalien, die neben dem gewiinschten Formmodifikationseffekt zu
Verunreinigungen oder Nebenreaktionen fithren wiirden, noch die starke Anderung
der duferen Bedingungen wie Druck oder Temperatur. Neben diesen Vorteilen ist
die beschriebene Formmodifikationsreaktion bei der entsprechenden Genauigkeit
sehr schnell. In den ersten 60 min findet unabhingig von dem AR tiber 80% der
Verkiirzung statt (vgl. Kap. 4.2.1), was die Methode fiir die tdglich Anwendung
im Labor fiir die Einstellung der optischen Eigenschaften von AuNRs durch die

selektive Kontrolle der Rodgeometrie sehr attraktiv und interessant macht.
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5 Biofunktionalisierte AuNRs als
Energiekonverter in der PPTT

AuNRs besitzen in Abhéngigkeit der spektralen Lage ihrer [-LSPR besondere op-
tische Eigenschaften, die ihr Absorptions- und Streuverhalten gegeniiber elektro-
magnetischer Strahlung mafgeblich beeinflussen. Uber die gezielte Manipulation
der Linge und des Durchmessers, die im Detail in Kapitel 4 behandelt worden
sind, konnen AuNRs synthetisiert werden, deren plasmonische Resonanzfrequenz
im sichtbaren Spektralbereich lokalisiert ist und die daher im biologischen Transpa-
renzfenster der menschlichen Haut Licht absorbieren (vgl. Kap. 2.4). Das notwen-
dige Aspektverhiltnis fiir die Absorption im biologischen Transparenzfenster der
menschlichen Haut liegt zwischen 2.5 und 4.5 (vgl. Abb. 2.9). Durch die Transpa-
renz fiir elektromagnetische Strahlung der entsprechenden Wellenldnge kann eine
gute Effizienz der Energieumwandlung erreicht werden (vgl. Kap. 2.4.1). Dabei
wirkt sich die absolute Grofe der AuNRs auf das Verhéltnis von Streu- zu Ab-
sorptionsanteil aus (vgl. Kap. 2.2.3). Grofere AuNRs besitzen einen im Verhéltnis
deutlich erhdhten Streuquerschnitt, wohingegen bei kleineren AuNRs nahezu keine
Streuung auftritt. Dies &ufert sich bei kleineren AuNRs in einem besseren Absorp-

tionsvermégen und erhdht die Effizienz des lokalen Temperaturanstiegs.

Die medizinische Verwendung von AulNRs in Kombination mit elektromagneti-
scher Strahlung in lebenden Zellen fiir die gezielte Behandlung von Tumorgewebe
wird als plasmonische Photothermaltherapie oder Nanothermaltherapie bezeichnet
(vgl. Kap. 2.4). Vor einer Anwendung in lebenden Zellen miissen jedoch chemische
Modifikationen der AuNRs durchgefiihrt werden, um beispielsweise die cytotoxi-
schen Figenschaften der cTAB-Liganden, die wihrend der Synthese der AuNRs zum
Einsatz kommen und die Oberflache der AuNRs bedecken, zu minimieren. Dafiir

kommen zwei prinzipielle Ansétze in Frage, die im Folgenden diskutiert werden.
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5.1 Silikaverkapselung der AuNRs

Eine mogliche Methode fiir die Biofunktionalisierung ist die Verkapselung der
AuNRs in einer Schicht aus polymerisiertem Siliciumdioxid (SiO,), die durch die
Zugabe von Triethylorthosilikat (TEOS) zu einer wéssrigen Losung der AuNRs er-
reicht werden kann. Die Verkapselung der AuNRs mit einer dreidimensional ver-
netzten Silikaschale basiert auf der Methode von STOBER [119] und wurde im Ka-
pitel 2.3.5 im Detail diskutiert. Die Homogenitét der Silikaschale basiert auf dem
organischen Templat der cTAB-Liganden [123] und fiihrt zu einer Minimierung der
cytotoxischen Eigenschaften durch den Verschluss der Gesamtstruktur. Aufgrund
der Bildung von zusétzlichen Silikasphéren bei einer zu hohen CTAB-Konzentration,
wurde diese fiir sdmtliche Reaktionsansétze moglichst nah an der cMcC gehalten.
Aufgrund der niedrigen Geschwindigkeit der Verkapselungsreaktion und den auf-
tretenden Problemen bei einer einmaligen Zugabe der TEOS-Menge, wurde das
TEOS basierend auf dem Synthesevorschlag von TRACEY [123] tiber einen Zeitraum
von 5 min in acht Teilschritten zugegeben. Dabei wurde die Menge an zugegebenen

TEOS auf Grundlage der Zielkonzentration in der AuNR-Losung berechnet.

Die Verkniipfung der Methoden nach STOBER und TRACEY fiihrte in dieser Dis-
sertation zu der erfolgreichen Synthese von silikaverkapselten AuNRs mit varia-
bler Schalendicke. Die Korrelation der eingesetzten TEOS-Mengen in verschiedenen

Proben zusammen mit der Konzentration und Gesamtoberfliche der AuNRs ergab
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Abbildung 5.1 — Gezeigt sind TEM-Aufnahmen von silikaverkapselten AuNRs nach
der Zugabe von reinem TEOS in eine wéssrige Losung der AuNRs sowie die Grofsen-
verteilung der entstandenen Silikaschalen. (A) Bei einer TEOS Zielkonzentration von
¢ = 5mmol-L! entstand eine Silikaschalendicke von 25 + 4nm. (B) Bei einer nied-
rigeren Zielkonzentration an TEOS von ¢ = 1mmol-L! entstand eine Silikaschale
mit einer mittleren Dicke von 8 £ 3nm.
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5.1 Silikaverkapselung der AuNRs

einen Faktor von f = 3.50nmol-mm™ fiir die Zugabe an TEOS pro Oberfliche
der AuNRs, der in allen Experimenten der Silikaverkapselung verwendet wurde
und die gewiinschten Resultate zeigte. Der Faktor bezieht sich auf eine Silikascha-
lendicke von 10nm fiir AuNRs mit einem Durchmesser von 16 nm. Abbildung 5.1
zeigt TEM-Aufnahmen und Gréfsenverteilungen der Silikaschalendicke fiir zwei ver-
schiedene TEOS-Zielkonzentrationen. In Abbildung 5.1(A) ist die TEM-Aufnahme
einer AuNR-Probe gezeigt, deren TEOS-Konzentration auf einen Wert von ¢ =
5mmol-L! eingestellt wurde. Die AuNRs zeigen eine Silikaschale mit einer mittle-
ren Dicke von 25 4+ 4nm. Die Dicke der Silikaschalen wird aufgrund der automa-
tischen Belichtung des Transmissionselektronenmikroskops im Zuge der niedrigen
Ordnungszahl des Siliciums im Vergleich zum Gold und den damit einhergehenden
Kontrastproblemen mit einer signifikanten Stelle weniger angegeben, als die der
AuNRs in Kapitel 4. Die in Abbildung 5.1(B) dargestellte TEM-Aufnahme zeigt
AuNRs, deren Verkapselung bei einer TEOs-Konzentration von ¢ = 1mmol-L*
stattfand. Die mittlere Dicke der Silikaschale betrug 8 £ 3nm.

Die Untersuchung der Stabilitdt der verkapselten Strukturen in verschiedenen Lo-
sungsmitteln ergab eine gute Stabilitdt in Wasser und Ethanol sowie eine iiber
die Zeit vollstdndige Agglomeration der verkapselten AuNRs in salzhaltigen Puf-
fersystemen wie MES und PBS (vgl. [193]). Die langfristige Stabilitdt in Wasser und
Ethanol 6ffnet ein breites Spektrum an moglichen weiteren Funktionalisierungen
der Silikaoberflache iiber verbriickende Kondensation mit alkoholischen Linkern.
Einzig die starke Agglomeration der verkapselten AuNRs aufgrund der hohen Af-
finitat der Silikaoberflaichen zueinander erschwert sowohl die weitere homogene
Funktionalisierung der Gesamtoberfliche sowie den langfristigen Erhalt der Struk-
turen in der Losung. Entsprechende Testreihen mit dem Ziel der Separation der
einzelnen verkapselten Partikel iiber spezifische kovalente Bindungen an funktio-
nalisierte Oberflichen, mit Hilfe von Ultraschall oder iiber die elektrostatische
Aufladung der Silikaoberflachen in der Losung, zeigten nicht den gewiinschten Ef-
fekt und sind nach wie vor eine der grofiten Herausforderungen in der Arbeit mit
silikaverkapselten Nanostrukturen. [194, 195]

Die Verkapselung der AuNRs fiihrt neben der erhdéhten Biokompatibilitdt auch
zu einer Verschiebung der [-LSPR-Bande. Ein entsprechender Effekt ist in Abbil-
dung 5.2(C) dargestellt. In schwarz ist das Extinktionsspektrum der AuNRs vor
der Verkapselung bei einer cTAB-Konzentration von ¢ ~ 1mmol-L™! gezeigt. Das

rote Spektrum zeigt die Lage der [-LsPR-Bande nach der Verkapselung mit einer
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Abbildung 5.2 — (A) Mittels DDSCAT berechnete Extinktionsspektren von AuNRs
mit verschiedenen Liganden und Silikaschalendicken. In schwarz dargestellt ist das
berechnete Extinktionsspektrum eines AuNRs ohne Ligandenhiille und das entspre-
chende Extinktionsspektrum eines AuNRs mit einer 1 nm dicken Ligandenhiille aus
CTAB (rot). Des Weiteren sind in verschiedenen Farben die berechneten Extinktions-
spektren von AuNRs mit unterschiedlichen Dicken einer umgebenden Silikaschale
von 1.0nm bis 9.9 nm dargestellt. (B) Gezeigt sind die Auftragungen der spektralen
Lage der [-LSPR-Wellenléinge und der im Vergleich zum AuNR ohne Ligandenhiille
vorhandenen I-LSPR-Restintensitit gegen die Dicke der Silikaschale. (C) Vergleich der
realen Extinktionsdaten einer AuNR Probe vor und nach der Verkapselung durch
eine Silikaschale mit einer Dicke von 10nm. Vor der Silikaverkapselung waren die
AuNRs mit einer Hiille aus CTAB stabilisiert.

Silikaschale (Dicke 10 nm) um 11nm zu niedrigeren Energien verschoben. Fiir die
Untersuchung des Einflusses der durch Silikaverkapselung erreichten Anderung der
dielektrischen Umgebung der AuNRs auf die spektrale Lage der [-LsPR-Bande wur-
den DDSCAT-Berechnungen mit verschiedenen Dicken der Silikaschalen angefertigt.
Abbildung 5.2(A) zeigt die mittels DDSCAT berechneten Extinktionsspektren eines
AuNRs ohne und mit verschiedenen Ligandenhiillen. In schwarz ist das Extinkti-
onsspektrum eines AuNRs ohne Ligandenbhiille dargestellt. Die rote Linie zeigt das
Extinktionsspektrum eines AuNRs mit einer CTAB-Ligandenhiille mit einer Dicke
von 1.0 nm. Die weiteren acht Extinktionsspektren gehéren zu AuNRs mit steigen-
der Silikaschalendicke von 1.0nm (griin) bis 9.9nm (orangefarben). Es zeigt sich
eine deutliche Verschiebung der [-LSPR-Bande zu niedrigeren Energien mit stei-
gender Silikaschalendicke. Zuséatzlich zur Verschiebung der I-LsPR-Bande kommt
es zum Intensitatsverlust beider plasmonischer Resonanzbanden. Die Entwicklung
der spektralen Lage sowie die Anderung der Intensitét der I-LsPR-Bande fiir alle
acht verschiedenen Silikaschalendicken ist in Abbildung 5.2(B) gegen die Dicke der
Silikaschale aufgetragen. Dort ist zu erkennen, dass sowohl die Verschiebung der
[-LsPR-Bande zu niedrigeren Energien als auch deren Intensitétsverlust im beobach-
teten Silikaschalenbereich mit zunehmender Schalendicke eine geringere Anderung

erfahrt. Anders als im Experiment in (C) liegt die mittels DDSCAT berechnete
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5.2 CTAB-Ligandenaustausch und Biofunktionalisierung der AuNRs

Verschiebung der [-LSPR-Bande bei einer Silikaschalendicke von etwa 10nm ge-
geniiber dem AuNR mit einer geschlossenen Ligandenhiille aus CTAB bei 30 nm.
Die unterschiedliche Auspragung der Rotverschiebung der [-LSPR-Bande lasst sich
zum einen auf den moglichen Fehler der Grofenbestimmung der AuNRs aus den
TEM-Aufnahmen aber auch auf Unterschiede zwischen der berechneten Geometrie
und der Form der AuNRs zuriickfithren. Durch die Funktion der CTAB-Liganden als
organisches Templat entsteht eine zusétzliche Schicht aus CTAB zwischen der Gold-
oberfliche und der Silikaschale, die in der Berechnung nicht beriicksichtigt wird,
aber - aufgrund der Anderung des Brechungsindex beim Ubergang von einem Ma-
terials in das Andere - einen starken Einfluss auf die optischen Eigenschaften des

Gesamtsystems haben kann.

5.2 CTAB-Ligandenaustausch und Biofunktionalisierung
der AuNRs

Eine weitere Moglichkeit der Minimierung der Cytotoxizitdt der cTAB-Liganden
stellt ein Ligandenaustausch des CTAB gegen einen Polyethylenglycol(PEG)-deri-
vaten dar, der im Kapitel 2.3.6 theoretisch diskutiert wurde. Polyethylenglycole
werden aufgrund ihrer geringen Cytotoxizitdat und der guten Loslichkeit in wass-
rigen Medien regelméfig als Wirkstofftrager in der Pharmagzie oder als Linker in
der Biomedizin [196] verwendet. Die gute Funktionalisierbarkeit der beiden end-
stdndigen Ethylenglycol-Einheiten bietet vielfiltige Kopplungsmoglichkeiten {iber
chemische Gruppen jeder Art. Aufgrund der hohen Affinitdat von Schwefelatomen
zu Gold und der guten weiteren Kopplungsméglichkeiten einer Carbonsduregruppe
am adukeren Ende des Liganden [129], wurde fiir den Ligandenaustausch des CTAB
ein Carboxythiol-Ethylenglycol-Polymer verwendet. Fiir eine homogene Dicke der
Ligandenhiille wurden eine PEG-Variante mit einer definierten Zahl an Monomer-

einheiten verwendet (CT(PEG)12).

Wie in Kapitel 3.2.3 beschrieben, erfolgte der Ligandenaustausch und damit die
Biofunktionalisierung der AuNRs in Vorbereitung auf die PPTT-Experimente iiber
drei nasschemische Austauschansitze nach REINHARD [126], ZHANG [127] und GOO-
DING [129]. Die Uberpriifung der Austauscheffizienz erfolgt iiber einen Atzversuch
der AuNRs mit Kaliumcyanidlésung bei gleichzeitiger Beobachtung der plasmoni-

schen Resonanzbanden mittels zeitaufgeloster Extinktionsspektren.
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Abbildung 5.3 — Gezeigt sind dreidimensionale Auftragungen von Extinktionsspek-
tren im Bereich zwischen 450 nm und 950 nm withrend der Atzung von verschieden
biofunktionalisierten AuNRs mit Kaliumcyanid. Die Auflésung der zeitlichen Dar-
stellung betrégt 6 s. Die Zugabe von 20 pl. Kaliumcyanidlésung mit einer Konzentra-
tion von ¢ = 1mol-L! erfolgte zu Beginn der Messung und anschliefend im Abstand
von jeweils 5 min. Die in allen 3D-Plots auftretenden Artefakte im Abstand von je-
weils 5 min sind auf die Zugabe der Losung und die damit verbundenen Bewegung der
Kiivette zuriickzufiihren. (A) Gezeigt ist die transiente Darstellung der Extinktions-
spektren wihrend der Atzung von unfunktionalisierten, cTAB-verkapselten AuNRs.
(B)-(D) zeigen die transiente Darstellung der Extinktiontsspektren von biofunktio-
nalisierten AuNRs withrend der Atzung mit Kaliumcyanidlsung fiir verschiedene
Funktionalisierungsmethoden nach ZHANG [127] (B), REINHARD [126] (C) und Goo-

DING [129] (D).
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5.2 CTAB-Ligandenaustausch und Biofunktionalisierung der AuNRs

Abbildung 5.3 zeigt vier zeitaufgeloste Serien an Extinktionsspektren mit einer
Zeitauflosung von 6s im Bereich von 450 nm bis 950 nm. Die fiir die Stabilitatsprii-
fung mittels Kaliumcyaniddtzung verwendeten AulNRs besafien eine mittlere Linge
von 62.3 + 9.0nm (4 14 %) und einen mittleren Durchmesser von 16.5 + 3.1 nm
(£19%). Die I-LsPR-Bande war vor Beginn der Atzung bei 779nm lokalisiert.
Die Konzentration der AuNR-Losungen wurde vor Beginn der Atzversuche auf
einen Wert von ¢ = 760 nmol-L ! eingestellt. Mit dem entsprechenden Extinkti-
onskoeffizienten von € = 4.59 L-mol*cm! bei einer I-LSPR-Wellenléinge von 779 nm
(vgl. Kap. 3.3.2) ergab sich eine optische Dichte von 0.35. Abbildung 5.3(A) zeigt
die Entwicklung der Extinktionsspektren von CcTAB-umhiillten AuNRs {iber einen
Zeitraum von 5min nach der Zugabe von 20 pL. Kaliumcyanidlésung. Es ist zu
erkennen, dass die plasmonischen Resonanzbanden innerhalb von 5min nahezu
vollsténdig ihre Intensitédt verlieren. In den Abbildungen 5.3(B)-(D) ist die Entwick-
lung der Extinktionsspektren {iber einen Zeitraum von 30 min fiir drei verschiedene
Protokolle des Ligandenaustauschs wihrend der Atzung mit Kaliumcyanidlosung
dargestellt. In allen drei Methoden wurde CT(PEG)12 im sechsfachen Uberschuss
zu CTAB als Austauschligand verwendet. Alle drei zeitaufgeldsten Spektrenserien
zeigen Restintensitdten der plasmonischen Resonanzbanden nach 30 min, was fiir
einen - zumindest partiell - erfolgreichen Ligandenaustausch spricht, da die Stabili-
téat der PEG-umbhiillten im Vergleich zu den cTAB-umhiillten AuNRs in (A) gegen-
iiber Kaliumcyanid erhoht wurde. Da die einmalige Zugabe der Gesamtmenge an
Kaliumcyanid zu Beginn der Messung zu einer zu starken Konzentrationsheteroge-
nitét flihren wiirde, wurde die Zugabe auf mehrere Schritte zu je 20 nL, die jeweils
im Abstand von 5min zugegeben wurden, aufgeteilt. Aufgrund von Platzmangel
am optischen Aufbau und den damit verbundenen Messproblematiken wahrend der
Zugabe der Losungen kam es zu leichten Artefakten in den optischen Messungen,
die alle 5min im zeitaufgelosten Spektrum sichtbar sind, aber fiir die Auswertung
der Daten nicht mafgeblich entscheidend sind. Die Spriinge der optischen Dichte
im Spektrum lassen sich mit einer grofen Wahrscheinlichkeit auf Bewegungen der
Kiivette durch den Zugabeprozess des Kaliumcyanids zuriickfiihren, die in einer

leicht erh6hten oder verringerten Transmission resultieren.

Der Verlust der Extinktion in Abbildung 5.3(A) spricht fiir die Auflésung der
AuNRs durch Bildung von [Au(CN),|-Komplexen (vgl. Kap. 2.3.6). Die CTAB-Ober-
flachenliganden der AuNRs sind lediglich {iber elektrostatische Wechselwirkungen

der Ammonium-Kopfgruppe des CTAB gebunden, was zur schnellen Auflésung
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Abbildung 5.4 — (A) Auftragung der optischen Dichte an der I-LsPR-Wellenlénge
gegen die Zeit wihrend der zeitaufgelosten Atzung von unfunktionalisierten und mit-
tels drei verschiedener Methoden biofunktionalisierten AuNRs durch Kaliumcyanid.
(B) Darstellung der [-LsPR-Wellenlénge der gleichen Proben iiber die Zeit wihrend
der Atzung der AuNRs mit Kaliumcyanid.

der Goldatome an der AuNR-Oberflache fiithrt. Der geringe Schutz der AuNRs
durch die cTaB-Liganden kann mit Hilfe eines Ligandenaustausches durch thiolier-
te PEG-Liganden und die daraus resultierende stirkere Wechselwirkung zwischen
Gold und Schwefel erhoht werden, sodass zusétzlich zu der geringeren Cytotoxitét
durch Verlust der cTAB-Liganden auch die langfristige Stabilitdt der Gesamtstruk-

tur in wéssrigen Losungen erhéht wird.

Die Auswertung der zeitaufgeldsten Extinktionsspektren ist in Abbildung 5.4 dar-
gestellt. Dort sind in (A) die optische Dichte am Maximum der [-LSPR-Bande
gegen die Zeit und in (B) die Lage der [-LsPR-Bande gegen die Zeit aufgetragen.
Gut zu erkennen ist die starke Abnahme der Extinktion fiir die Probe der unfunk-
tionalisierten, cTAB-umhiillten AuNRs (blau), deren optische Dichte bereits nach
5min nahezu vollstindig verschwunden ist. Die AulNRs, deren Liganden mittels
der Protokolle nach ZHANG (schwarz) und REINHARD (griin) ausgetauscht wurden,
zeigen einen miteinander vergleichbaren Intensitatsverlust der optischen Dichte am
[-LsPR-Maximum, das in beiden Datensédtzen nach 30 min auf etwas weniger als
20 % abgefallen ist. Dabei fallt die optische Dichte bei der Probe nach dem Proto-
koll von ZHANG zu Beginn der Untersuchung stéarker und flacht dafiir gegen Ende
ab, sodass nach 30 min ein nahezu gleicher Wert erreicht wird wie bei dem Verlauf
der Extinktion am [-LSPR-Maximum der Probe nach REINHARD. Den mit Abstand
stabilsten Verlauf zeigen die AuNRs, die nach dem Protokoll von GOODING bio-
funktionalisiert wurden (rot). Die Extinktion am Maximum der /-LSPR-Bande der

Probe ausgetauscht nach GOODING ist bis zu einer Zeit von 25 min nahezu kon-
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stant. Bei allen drei ausgetauschten Proben scheint es, als wiirde die Extinktion
am Maximum, dargestellt in (A), zu Beginn der Messungen ansteigen, doch dies
muss ein Artefakt durch eine Bewegung der Kiivette sein, aufgrund der es zur

Messung einer héheren Extinktion kommt.

Abbildung 5.4(B) zeigt die Anderung der spektralen Lage der [-LSPR-Bande iiber
die Zeit fiir alle vier Proben. Wahrend des starken Intensitdtsverlustes der unfunk-
tionalisierten AuNR-Probe verschob die [-LSPR-Bande zu niedrigeren Energien.
Ahnlich verhilt es sich bei der Funktionalisierungsmethode nach ZHANG. Dort ver-
schiebt die [-LsPR-Bande der AuNRs iiber die Zeit zu niedrigeren Energien (vgl.
Abb. 5.3) und deutet damit eine Erhohung des Aspektverhiltnisses wihrend des
Atzprozesses an. Folglich scheinen die Cyanidionen die Ligandenhiille der AuNRs
zunachst an den lateralen Seiten zu durchdringen, was fiir einen erfolgreichen Li-
gandenaustausch an den Kappen aber einen weniger erfolgreichen an den lateralen
Kristallfacetten sprechen wiirde. Eine homogene aber nicht vollstédndige Funktio-
nalisierung der Gesamtoberfliche der AuNRs wiirde ebenfalls withrend des Atzpro-
zesses zu einer Erhohung des Aspektverhéltnisses fiihren. Da fiir eine spezifischere
Aussage eine quantitative Untersuchung der Grose der AuNRs nach dem Atzpro-
zess notwendig wire, beschriankt sich diese Arbeit an dieser Stelle auf einen Ver-
gleich der Methoden zur Analyse der besten Funktionalisierungsmethode. Auch die
Methode des Ligandenaustauschs nach GOODING zeigt eine minimale Verschiebung
der [-LSPR-Bande zu niedrigeren Energien. Der Verlauf deutet, dhnlich wie bei dem
Protokoll nach ZHANG oder den unfunktionalisierten AuNRs, auf eine homogene

aber unter Umstédnden nicht vollsténdige Funktionalisierung der Oberfléche hin.

Die Verwendung des Protokolls nach REINHARD fiihrt withrend des Atzprozesses zu
einer leichten Verschiebung der [-LSPR-Bande zu hoheren Energien. Diese Methode
ist damit die einzige der drei verwendeten, bei der es withrend des Atzprozesses
zu einer leichten Reduzierung des Aspektverhéltnisses kommt. Die Reduzierung
deutet auf eine stirkere Atzung der Kappen im Vergleich zu den lateralen Kris-
tallfacetten hin. Dies scheint in Folge der besseren Austauschwahrscheinlichkeit
des cTAB durch CT(PEG)j2 an den Kappen der AuNRs, die durch den hoheren
Offnungswinkel an den Kappen bedingt ist und eine instabilere Ligandenhiille an

den lateralen Facetten nach sich ziehen wiirden, jedoch wenig logisch.

Aufgrund der sehr konstanten Extinktion am [-LSPR-Maximum und der stabilen

[-LsPR-Bande mit einer nur leicht ausgepréigten Verschiebung zu niedrigeren Ener-
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gien, wurden alle fiir die PPTT-Experimente verwendeten AuNRs nach der Metho-
de von GOODING biofunktionalisiert. Eine weitere Studie dieser Dissertation zum
notwendigen Uberschuss der ¢T(PEG)12-Liganden gegeniiber dem CTAB fiihrte zu

Bestimmung des optimalen Uberschusses auf einen Wert von zwolf.

5.3 Form und optische Eigenschaften der
synthetisierten AuNRs

Die wéhrend der PPTT-Experimente verwendeten AuNRs besafen eine mittlere
Lénge von 21 + 5nm (424 %) bei einem mittleren Durchmesser von 6.5 + 2nm
(£ 31 %). Ihre Biofunktionalisierung wurde durch den Ligandenaustausch von CTAB
nach CT(PEG)12 auf Grundlage der Funktionalisierung mit einem zwdlffachen Uber-
schuss nach der Methode von GOODING erreicht. Abbildung 5.5(A) zeigt ein Ex-
tinktionsspektrum der verwendeten PEGylierten AuNRs. Die ¢t-LsSPR-Bande ist bei
512nm und die [-LsSPR-Bande bei 690 nm lokalisiert. Damit liegt die plasmonische
Resonanzfrequenz der AuNRs im biologischen Transparenzfenster der menschli-
chen Haut (vgl. Kap. 2.4). Abbildung 5.5(B) zeigt eine TEM-Aufnahme der ver-
wendeten AuNRs. Der Mafstab betrdgt 100nm. In (C) sind die entsprechenden
Grofenverteilungen fiir Lénge und Durchmesser der ultrakleinen AuNRs darge-
stellt. Die synthetischen Details finden sich in Kapitel 3.2.1. Basierend auf der
Synthese der ultrakleinen AuNRs nach JIA [107] wurde im Rahmen dieser Disser-
tation die Synthese der absorptionsdominanten AuNRs mit einem Durchmesser
unterhalb von 10 nm erfolgreich um den Faktor zehn hochskaliert. Die entsprechen-
de Anpassung der Synthesevorschrift ermdoglicht die Produktion grofer Mengen
dieser ultrakleinen AuNRs. Die Bestimmung der Lange und des Durchmessers der
AuNRs erfolgte manuell iiber die Auszdhlung von mindestens 200 Partikeln aus

TEM-Aufnahmen gleicher Vergrofserung.

Fiir die pPTT-Experimente, die in dieser Dissertation gezeigt wurden, kamen ul-
trakleine AuNRs zum Einsatz, da diese eine bessere Umwandlungseffizienz von
elektromagnetisdcher Strahlung in Wérme besitzen. Entsprechende DDSCAT-Simu-
lationen zeigten fiir ein Modell der synthetisierten AuNRs mit einem Durchmesser
von 7.0nm (AR = 3.0), dass der Absorptionsanteil der [-LSPR im Extinktionss-
pektrum bei 100 % und dementsprechend der Streuanteil bei 0% liegt. AuNRs

mit dem selben Aspektverhéltnis aber einem Durchmesser von 15 nm kommen auf
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Abbildung 5.5 — Optische Daten und TEM-Aufnahmen der ultrakleinen AuNRs fiir
die PPTT. (A) Gezeigt ist das Extinktionsspektrum der synthetisierten AuNRs. Die
t-LSPR-Bande ist bei 512nm und die I-LSPR-Bande bei 690 nm lokalisiert. (B) TEM-
Aufnahme der verwendeten AuNRs. Der Mafistab betragt 100 nm. (C) Histogramm
der Grokenverteilung aus 317 ausgezdhlten Partikeln. Die mittlere Lange der AuNRs
betragt 21 + 5nm (£24%) bei einem mittleren Durchmesser von 6.5 + 2nm
(£31%).

einen Streuanteil von 4 %. Vernachléassigt werden kann die Streuung im Extinkti-
onsspektrum unterhalb eines Durchmessers von 10 nm. AuNRs mit einem entspre-
chenden Durchmesser werden in der Literatur folglich als besonders effizient fiir
PPTT bezeichnet [107]. Zusétzlich zur Umwandlungseffizienz von elektromagneti-
scher Strahlung in Wéarme spielt fiir die Experimente der spezifischen PPTT die
Zellaufnahme eine entscheidende Rolle. Durch die Spezifitdt der Interaktion zwi-
schen Aptamer-gekoppelten AuNRs und Rezeptoren auf der Zelloberfliche kann
die Konzentration der AuNRs im Inneren der Zelle entscheidend erhoht und damit

die Umwandlungseffizienz weiter gesteigert werden.

5.4 Anwendung der AuNRs als Energiekonverter in der
PPTT

Die Inhalte des folgenden Kapitels sind in enger Zusammenarbeit mit Lisa PRISNER
entstanden und wurden unter dem Titel ,Monitoring the Death of Single BaF3
Cells under Plasmonic Photothermal Heating Induced by Ultrasmall Goldnano-
rods* im Journal of Material Chemistry B zur Veroffentlichung akzeptiert [34].

Die Nutzung von biofunktionalisierten AuNRs in der plasmonischen Photother-
maltherapie geht auf die plasmonischen Eigenschaften der Goldnanostrukturen zu-
riick. Die Fahigkeit, elektromagnetische Strahlung durch plasmonische Effekte zu
absorbieren, fiihrt zur Energieumwandlung von Licht in Warme und zu einem Tem-

peraturanstieg der plasmonischen Strukturen, gefolgt vom Temperaturanstieg des
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umgebenden Mediums. Auf dieser Grundlage kénnen biofunktionalisierte AuNRs
gezielt in das Tumorgewebe transportiert und im besten Fall zum Absterben der
Tumorzellen genutzt werden. Nahere Details zur Energieumwandlung von elektro-
magnetischer Strahlung in Hitze finden sich in Kapitel 2.4.1. Die mogliche leichte
Verschiebung der [-LSPR-Bande der verwendeten AuNRs durch die Biofunktiona-
lisierung muss bei der Wahl sowohl der Funktionalisierungsmethode als auch der
AuNRs fiir die Verwendbarkeit im biologischen Transparenzfenster der menschli-

chen Haut berticksichtigt werden (vgl. Kap. 2.4).

Wie bereits in Kapitel 2.4.5 diskutiert, sollte im Rahmen dieser Dissertation eine
Methode zur Bestrahlung einer einzelnen BaF3-Zelle durch einen LASER sowie zur
Auswertung des photothermalen Effektes auf die bestrahlte Zelle entwickelt wer-
den. Dabei wurde Wert auf die mikroskopische Beobachtung der entsprechenden
Zelle gelegt, da durch die morphologische Anderung der Zelle zwischen Apoptose
und Nekrose unterschieden werden kann. Die Einfarbung der beobachteten Zellen
durch den Viabilitdtsfarbstoff Trypanblau erlaubt eine Aussage iiber die aktuelle
Integritat der Zellmembran und folglich den Vitalitdtszustand der Zelle.

Der optische Aufbau zur Beobachtung und Bestrahlung einer einzelnen Zelle wur-
de bereits in Kapitel 3.2.5 beschrieben. Im Folgenden wird zunéchst im Detail auf
die optische Auswertung einer einzelnen mit biofunktionalisierten AuNRs inku-
bierten BaF3-Zelle wihrend der Photothermaltherapie und abschliefend dann auf
den Unterschied der Ergebnisse der PPTT-Experimente zwischen AuNRs mit und
ohne sperzifische Interaktion mit Rezeptoren auf den Oberflichen der BaF3-Zellen

eingegangen.

5.4.1 PPTT Experimente an BaF3 Zellen inkubiert mit
biofunktionalisierten AuNRs

Vor Beginn der eigentlichen Bestrahlungsexperimente mit inkubierten BaF3-Zellen
wurden als Grundlage fiir die spétere Interpretation der Daten Negativtests durch-
gefiihrt. Diese Negativtests zielten zum einen auf die mogliche Cytotoxizitat der
AuNRs in Abhéngigkeit der Inkubationszeit und zum anderen auf die Toxizitét
des Farbstoffs Trypanblau. Die Tests sollten sicherstellen, dass der Tod der Zellen
ausschlieflich auf die Bestrahlung der AuNRs in Zellinneren zuriickgefiihrt werden

kann.
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Abbildung 5.6 — Gezeigt ist der Vergleich der Uberlebensraten zwischen BaF3-
Zellen (rot) und mit PEGylierten AuNRs inkubierten BaF3-Zellen (blau) fiir ver-
schiedene Inkubationszeiten. Die nicht mit AuNRs inkubierten Zellen wurden fiir
die Inkubationszeitspanne ruhen gelassen.

Abbildung 5.6 zeigt die Uberlebensrate von BaF3-Zellen im Vergleich zwischen
nicht inkubierten und mit biofunktionalisierten (PEGylierten) AuNRs inkubierten
Zellen fiir verschiedene Inkubationszeiten. Es ist zu erkennen, dass die Uberle-
bensrate fiir alle acht Proben bei ungefahr 90 % liegt. Fiir die Bestimmung der
Uberlebensrate wurden jeweils 80 Zellen ausgezihlt. Die Darstellung zeigt, dass
unabhéingig von der Inkubationszeit nur eine sehr geringe Cytotoxizitdat von den
biofunktionalisierten AuNRs ausgeht. Die Ergebnisse verdeutlichen noch einmal
den erfolgreichen Ligandenaustausch von CTAB zu CT(PEG)12 und werden durch
verschiedene Verdffentlichungen bestétigt [197-199]. Die Cytotoxizitdt des Trypan-
blaus wurde ohne zusétzliche Inkubationszeit 1 h nach der 1:1 Mischung einer Zell-
16sung mit einer wéssrigen Losung von Trypanblau (¢ = 0.4 %) bestimmt. Es wurde
eine Uberlebensrate von 100 % festgestellt. Diese Untersuchung stiitzen die Taug-

lichkeit von Trypanblau als Standarfarbstoff fir den Nachweis von Nekrose [200].

Die Inkubation und Praparation der BaF3-Zellen mit biofunktionalisierten AuNRs
wurde im Detail in Kapitel 3.2.4 diskutiert. Aufgrund der PEGylierung der AuNRs,
kénnen diese ausschlieklich unspezifisch mit der Oberflache der BaF3-Zellen inter-
agieren. Wahrend der Inkubation kommt es zur zelluldren Aufnahme der AuNRs
durch Endozytose (vgl. Kap. 2.4.3). Durch Bestrahlung einer einzelnen Zelle mit
einem LASER der Wellenldnge 690 nm kommt es aufgrund der plasmonischen Fi-
genschaften der AuNRs zur Energieumwandlung der elektromagnetischen Strah-
lung in Wérme und in Abhéngigkeit des Temperaturanstiegs zum apoptotischen

oder nekrotischen Zelltod. Der Durchmesser des fokussierten LASER-Strahls be-
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trug 13.7pm, bei einer Laserleistung von 130 unW. Die Leistungsdichte des LA-
SER betrug entsprechend 22 W-cm™ und lag damit in einem iiblichen Bereich fiir
pPPTT-Experimente [30, 201, 202|. Die lichtmikroskopische Verfolgung der Zellen er-
folgte jeweils vor und in Abstdnden von 10s nach Ende der Bestrahlungsdauer von
60s.

Abbildung 5.7(A) zeigt lichtmikroskopische Aufnahmen einer mit AuNRs inkubier-
ten BaF3-Zelle (Grofe der Bildausschnitte: 47 x 47pm?). Die Aufnahmen zeigen
die morphologische Verdnderung der Zelle. Zusétzlich zum Anstieg des Zelldurch-
messers liber den gesamten Zeitraum, verliert die Zelle nach etwa 850 s ihren klaren
Umriss (schwarz markiert). Die Farbung der Zelle durch Interdiffusion des Trypan-
blaufarbstoffes beginnt nach etwa 300s und deutet zu diesem Zeitpunkt den Ver-
lust der Zellmembranintegritdt an. Die weitere Analyse der einzelnen Aufnahmen

erfolgte durch die Bestimmung des Zelldurchmesser sowie der Farbséttigung.

Abbildung 5.7(B) zeigt die Entwicklung der beiden untersuchten Parameter Zell-
grofe (rot) und Extinktion (schwarz) iiber die Zeit. Es ist zu erkennen, dass der
Anstieg der Grofe unmittelbar nach Beginn der Bestrahlung erfolgt und ein ers-
tes Plateau nach einem Grofenanstieg um etwa 40 % nach t; = 300s erreicht.
Anschliefsend stagniert die Entwicklung des Zelldurchmessers und bleibt fiir etwa
600 s auf einem konstanten Niveau. Bei einer Zeit to = 850 s zeigt sich ein erneuter
und sprunghafter Anstieg des Zelldurchmessers. Im Vergleich zur morphologischen
Anderung der Zelle, kommt es direkt nach Ende der Bestrahlung nur zu einem
sehr moderaten Anstieg der Zellextinktion. Erst bei einer Zeit t = 360s > tq,
kommt es zum Anstieg der Farbsdttigung innerhalb der Zelle, verursacht durch die
Interdiffusion des Farbstoffes Trypanblau. Der Anstieg erfolgt mit einer anndhernd

linearen Steigung m bis zum Zeitpunkt ¢ und flacht im Anschluss deutlich ab.

Abbildung 5.7(B) zeigt neben der Morphologie und Extinktion der mit AuNRs
inkubierten Zelle auch die Extinktionsentwicklung einer Referenzzelle (blau), die
nicht mit AuNRs inkubiert, aber unter gleichen experimentellen Bedingungen mit
einem LASER bestrahlt wurde. Es ist zu erkennen, dass nach einer Bestrahlungs-
zeit von 60 s kein signifikanter Anstieg der Extinktion erfolgt. Der Zelldurchmesser
der Referenzzelle (nicht gezeigt) verhélt sich vergleichbar und zeigt ebenfalls keine
Anderung. Daraus folgt, dass wihrend der PPTT-Experimente weder die alleinige

Anwesenheit von AuNRs, noch die isolierte Bestrahlung der Zelle, sondern aus-
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Abbildung 5.7 — Gezeigt sind die Beobachtung und Auswertung des photother-
malen Effekts auf die Viabilitdt einer einzelnen BaF3-Zelle, inkubiert mit biofunk-
tionalisierten AuNRs (¢ = 1nmol-L™!, 30min, 37°C, 5% COy). (A) zeigt lichtmi-
kroskopische Aufnahmen (47 x 47pm?) einer einzelnen BaF3-Zelle vor (0s) und
zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Bestrahlung (> 70s) mit einem LASER der
Wellenliinge 690 nm fiir 60s mit einer Leistungsdichte von 22 W-cm™ im Abstand
von jeweils 10s. In Graustufen dargestellt ist der Rotwert der RGB-Aufnahme des
Auflichtmikroskops. Der LASER-spot ist in rot dargestellt. Die Grofe des spots ist
nicht maRstabsgetreu. (B) gibt einen Uberblick iiber die Entwicklung der Morpholo-
gie und Farbséttigung der Zelle iiber einen Bereich von 950s. In blau dargestellt ist
der Extinktionsverlauf einer Referenz-BaF3-Zelle, die nicht mit AuNRs inkubiert,
aber fiir 60s mit einem LASER mit einer Wellenldnge von 690 nm bestrahlt wurde.
Die schwarze Kurve zeigt die Extinktion der BaF3-Zelle aus (A), die mit biofunktio-
nalisierten AuNRs inkubiert und fiir 60 s mit einem 690 nm LASER bestrahlt wurde.
In rot dargestellt ist die Entwicklung der Grofe des Zelldurchmessers iiber die Zeit
von 950s. Die Zeit t = t; markiert dabei den Zeitpunkt, an dem der Zelldurchmes-
ser zunichst keine weitere Anderung erfihrt und eine zwischenzeitliche Konstanz
erreicht. Zum Zeitpunkt t = t5 kommt es zur vollstindigen Lyse der Zelle, die
durch einen rapiden Anstieg des Zelldruchmessers sowie ein Absinken der Farbsatti-
gung deutlich wird. Die Steigung m beschreibt die Anderung der Farbsittigung im
Zeitbereich t; < t < to. Die gestrichelten Linien dienen als optische Orientierungs-
hilfe. (C) Gezeigt sind Schemata mit den passenden Mikroskopaufnahmen der vier
Schliisselschritte wiahrend des Zelltods beit = 0,t < t1,t; < t < to und t > to.
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schliefslich die Kombination aus plasmonischen AuNRs und elektromagnetischer
Strahlung zum Zelltod gefiihrt hat.

Die Ergebnisse der Abbildungen 5.7(A) und (B) deuten auf einen nekrotischen
Zelltod hin (vgl. Kap. 2.4.2). Dieser dufert sich in dem Fehlen apoptotischer Vesi-
kelbildung und einem schnellen Anstieg des Zelldurchmessers, bedingt durch den
Verlust der Zellfunktionen zur Aufrechterhaltung der Homdostase [203, 204]. Als
Konsequenz der Nekrose, kann es im Anschluss an das Anschwellen zur vollstan-
digen Lyse der Zelle kommen, die in Abbildung 5.7 als vollsténdiger Verlust der
Zellmembran und der daraus folgenden, sprunghaften Vergréferung des Zelldurch-
messers bei t = t9 zu erkennen ist. Auch die Anfarbung der Zelle zu einem frithen
Zeitpunkt wahrend des Zelltodprozesses durch Trypanblau lasst sich als Hinweis
auf einen nekrotischen Zelltod deuten [43, 203, 205-209]. Zusammenfassend ist in
Abbildung 5.7(C) eine Korrelation zwischen dem schematischen Ablauf der Nekro-
se und den vier Schliisselschritten wéhrend des PPTT-Experiments gezeigt. Schritt 1
entspricht der Zelle vor der Bestrahlung zum Zeitpunkt ¢ = 0s. Schritt 2 zeigt
das Anschwellen der Zelle ohne den gleichzeitigen Anstieg der Farbsattigung zu
einem Zeitpunkt ¢ < t1. In Schritt 3 ist eine angefirbte Zelle zur Zeit t1 < t < to
dargestellt. Schritt 4 zeigt die Zelle direkt nach der vollstéindigen Lyse bei einer
Zeit t > to.

Die nekrotische Anderung der Zellmorphologie sowie der Zeitversatz zwischen dem
Anschwellen der Zelle und dem Beginn der Einfarbung deuten darauf hin, dass die
Schidigung der Zelle durch Bestrahlung der AulNRs nicht vorwiegend an der Ober-
fliche der Zelle, sondern im Inneren der Zelle stattfindet. Dadurch kommt es nicht
primér zur Schidigung der Zellmembran, sondern zunéchst zur Schiadigung wich-
tiger Zellkompartimente, die unter anderem zum Verlust der Homd&ostase fiihren.
Bei einer direkten Schédigung der Zellmembran und dem entsprechenden Verlust
der Integritat, kime es auf einer deutlich kiirzeren Zeitskala zur Einfarbung der
Zelle durch den Farbstoff Trypanblau [184].

Es ist allgemein anerkannt, dass Goldnanostrukturen nach der Endozytose als
Fremdkorper erkannt und in frithen Endosomen akkumuliert werden [210-218]. Die
Zusammenfiihrung der endosomalen Vesikel zu spiten Endosomen und spéter zu
Lysosomen dienen der Zelle als Moglichkeit zur Zersetzung und Verdauung von
Proteinen und Fremdkorpern [219]. Wahrend der verschiedenen Schritte der Zu-

sammenfiithrung der Vesikel kommt es zu einem Absinken des pH-Wertes auf etwa
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5[213|. Da das Ausbrechen der AuNRs aus den Lysosomen eher unwahrschein-
lich ist, da keine endosomalen Fluchtstrategien implementiert wurden, kann davon
ausgegangen werden, dass die biofunktionalisierten AuNRs nach der Zellaufnahme

auch in unseren Experimenten in den Lysosomen lokalisiert sind.

Eine Schiadigung der Lysosomen kann zur Ausschiittung von Hydrolasen und zur
Absenkung des pH-Wertes im Cytosol fithren. Dadurch kommt es zu Fehlfunktio-
nen in wichtigen Signalkaskaden und beispielsweise zum Verlust der Homdoostase,
also der Fahigkeit der Zelle, dynamische Gleichgewichte aufrecht zu erhalten [220].
Ein Beispiel fiir eine solche Einschrinkung ist der Verlust der Fahigkeit lonen-
gleichgewichte zwischen dem Inneren und dem Auferen der Zelle aufrecht zu erhal-
ten [221, 222|, weswegen osmotische Effekte zum Anschwellen der Zelle fithren. Ent-
sprechende Untersuchungen stellten einen direkten Zusammenhang zwischen der
Beschéadigung der Lysosomen und der Stérung von essentiellen Zellfunktionen so-
wie dem nekrotischen Zelltod her [220]. Die Kombination aus der Akkumulation der
AuNRs in den Lysosomen und den Auswirkungen der lysosomalen Beschiddigung,
die zum Zelltod durch Nekrose fiihren konnen, lassen den Schluss zu, dass es wéih-
rend der PPTT-Experimente zur photothermalen Warmeentwicklung der AuNRs
in den Lysosomen kommt. In Folge dessen kommt es zur Stérung von essentiel-
len Zellfunktionen wie der Homdoostase, deren Auswirkungen zu der zeitversetzten

Einfarbung der Zelle durch Trypanblau fiihrt.

5.4.2 Verbesserung der PPTT-Effizienz durch die spezifische
Interaktion von BaF3-Zellen mit AIR3A-gekoppelten AuNRs

Die in den Kapiteln 3.3.1 und 5.4.1 beschriebene Methode zur Durchfithrung und
Auswertung von PPTT-Experimenten wurde in dieser Dissertation fiir den Ver-
gleich der ppTT-Effizienz zwischen spezifischen (Aptamer-gekoppelt) und unspezi-
fischen (PEGyliert) biofunktionalisierten AuNRs angewendet. Dabei besafen beide
AuNR-Proben eine doppelte PEG-Hiille (vgl. Kap. 3.2.4) um die Grofe beider
AuNR-Proben und damit die Diffusionsraten weiterhin miteinander vergleichen
zu konnen. Beide Proben basierten auf einem Ligandenaustausch des CTAB gegen
CT(PEG)12 (vgl. Kap 2.3.6), sodass eine neue Oberfliche mit Carbonsiduregruppen
fiir die weitere chemische Kopplung entsteht. Im Falle der unspezifischen AuNRs,

wurde diese Oberflache iiber eine verbriickende Kondensation mit einem priméren
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Amin (CA(PEG);2) amidiert, sodass wiederum eine Oberfliche mit unfunktionali-
sierten Carbonsduregruppen entstand. Im Falle der spezifischen AuNRs wurden
10% der zweiten PEG-Hiille durch das Aptamer AIR3A ausgetauscht, dass wie-
derum tber den selben EDC-NHS-Kopplungsmechanismus amidiert wurde. Durch
die hohe Spezifitit des Aptamers AIR3A zum IL6-Rezeptor (vgl Kap. 2.4.5) kann
eine spezifische Interaktion zwischen beiden Partnern genutzt werden, um die Ef-
fizienz der Zellaufnahme der AuNRs zu erhéhen. Weitere Details zur Inkubation
der BaF3-Zellen mit den AuNR-Proben sind in Kapitel 3.2.4 diskutiert. Weiterhin
sind die Bestrahlungsbedingungen fiir eine bessere Vergleichbarkeit beider Proben
gleich gehalten. Die Bestrahlung erfolgte mit einem LASER der Wellenlédnge 690 nm
fiir 60s bei einer Leistungsdichte von 22 W-cm™. Lichtmikroskopische Aufnahmen

wurden vor und alle 10s nach Ende der Bestrahlungszeit angefertigt.

Abbildung 5.8(A) zeigt die Entwicklung des Zelldurchmessers (rot) und der Zell-
extinktion (schwarz) iiber die Zeit fiir unspezifische (oben) und spezifische AuNRs
(unten). Beide Kurven zeigen Ahnlichkeiten mit dem bereits gezeigten Kurvenver-
lauf in Abbildung 5.7(B). In beiden Fillen kommt es unmittelbar nach Ende der
Bestrahlung zum Anschwellen der Zelle und zum Anstieg des Zelldurchmessers, der
bei der Zeit 1 = 200s in beiden Fallen ein Plateau erreicht. Anschliefend verhalt
sich der Zelldurchmesser annéhernd konstant bis es zur Zeit ¢ = t9 zum erneuten
und sprunghaften Anstieg des Zelldurchmessers kommt. Das gezeigte Verhalten
deutet auf eine vollstéindige Lyse der Zellen hin. In diesem Fall unterscheidet sich
ty fiir beide Experimente und liegt fiir die spezifischen AuNRs bei t2 = 380s und
fiir die unspezifischen AuNRs bei to = 640s.

Im Gegensatz zum Zelldurchmesser verhélt sich die Extinktion der spezifischen
und unspezifischen Zellen anders als die Extinktion der Zelle, die in Abbildung 5.7
dargestellt ist. Beide Zellen in Abbildung 5.8(A) zeigen einen leichten Anstieg
der Extinktion unmittelbar nach Ende der Bestrahlung bei ¢ < t¢;, der in dieser
Form in Abbildung 5.7(B) nicht zu erkennen war. Dieser frithe Anstieg kénnte auf
das Eindringen einer kleinen Menge an Trypanblau hinweisen. Unter Beriicksichti-
gung der Abbildung 5.9 ist es wahrscheinlicher, dass der leichte Anstieg eher ein
Artefakt der Auswertung der lichtmikroskopischen Aufnahmen sein kénnte. Abbil-
dung 5.9 zeigt fiir beide Zellen eine leichte Anderung des Kontrastes, die auf die
Anderung der Zellmorphologie zuriickzufiihren ist und sich in den lichtmikroskopi-
schen Aufnahmen als scheinbare Farbéanderung darstellt. Der leichte Anstieg der

Extinktion kann zudem deutlich von dem linearen Anstieg der Extinktion - be-

90



5.4 Anwendung der AuNRs als Energiekonverter in der PPTT

T 1 T T T T ] ! . : I
0201 unspezifische AuNRS\ S 24
0.15} K ' 0
420
0.10F 1..5
.| 16=
c 0.05} et Tyt mmm T T % o 500
Z0.00f AR bt B Z
£0.20} "~ .’. | g g. g
Zo. I 245 200
0.151 ataa ¥, PP S
+ -1 20& <
0.10f R " & 100
0.05} |2 ] 2
, ispezifische AUNRs]15 g
0.00k s A S = 0

L 1 L L L L
0 200 400 600 800 1000
Zeit seit Beginn der Bestrahlung [s]

Abbildung 5.8 — Vergleich des plasmonisch-photothermalen Effektes zwischen spe-
zifisch an das Aptamer AIR3A gekoppelten und unspezifischen (PEGylierten) AuNRs
wahrend der Bestrahlung von einzelnen Zellen nach der Inkubation dieser Zellen mit
der jeweiligen AuNR Probe (¢ = 1nmol-Lt, 30min, 37°C, 5% CO,). Die Bestrah-
lung erfolgte mit einem LASER der Wellenldnge 690 nm fiir 60s bei einer Leistungs-
dichte von 22 W-cm™. (A) Entwicklung der Extinktion und des Durchmessers von
Zellen inkubiert mit AuNRs, deren biofunktionalisierte Oberflache in einem zweiten
Schritt mit CA(PEG)12 abgeséttigt (unspezifisch) oder zu 10 % an das Aptamer AIR3A
gekoppelt wurde (spezifisch). Die weitere Abséttigung der zweiten Ligandenschicht
der spezifischen AuNRs erfolgte mit CA(PEG)12. Die gestrichelten Linien dienen als
optische Orientierungshilfe bei der Bestimmung von ¢; und t5. Die entsprechenden
lichtmikroskopischen Aufnahmen sind in Abbildung 5.9 dargestellt. (B) Mittelwert
und Standardabweichung (n = 6) der Steigung im linearen Bereich der Experimente
aus (A). (C) Mittelwert und Standardabweichung der Zeit ¢; fiir Zellen, inkubiert
mit spezifischen und unspezifischen AuNRs.

ginnend kurz nach #; - unterschieden werden, der wiederum mit Hilfe der Mikro-
skopaufnahmen in Abbildung 5.9 deutlich auf die Interdiffusion des Trypanblaus
zuriickzufiihren ist. Die Steigung m des linearen Bereichs und damit die Rate, mit
der das Trypanblau in die Zellen diffundiert, unterscheidet sich signifikant fiir mit
spezifisch AuNRs inkubierten Zellen im Vergleich zu mit unspezifischen AuNRs
inkubierten Zellen. Die mit spezifischen AuNRs inkubierte Zelle zeigt eine deutlich
hohere Steigung im linearen Bereich. Dies deutet auf einen héheren Verlust der
Membranintegritéat hin, als dies fiir die mit unspezifischen AuNRs inkubierte Zelle
der Fall ist. Es liegt nahe, dass der stéarkere Verlust der Zellmembranintegritit auf
eine stirkere Schiadigung der inneren Zellkompartimente durch photothermale Er-

hitzung zurickzufihren ist. Die stdrkere Hitzeentwicklung kann wiederum iiber die
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Abbildung 5.9 — Beobachtung des plasmonisch-photothermalen Effektes der in
Abbildung 5.8(A) gezeigten Messungen von unspezifischen (A) und spezifischen (B)
AuNRs. Die einzelnen Zellen wurden mit Hilfe eines LASERS bei einer Wellenlénge
von 690nm fiir 60s mit einer Leistungsdichte von 22 W-cm™ bestrahlt, nachdem
sie mit spezifischen, bzw. unspezifischen AuNRs inkubiert wurden (¢ = 1nmol-L},
30min, 37°C, 5% CO,). Die Helligkeit des Satzes an lichtmikroskopischen Aufnah-
men (Rotkanile) in (B) wurde zur besseren Vergleichbarkeit verstérkt.

hohere AuNR-Konzentration in der Zelle begriindet werden und ist auf die héhere
Interaktion der spezifischen, aptamer-gekoppelten AuNRs mit der Zelloberfliche

zurtiickzufiihren.

Der Anstieg des gemessenen Zelldurchmessers bei gleichzeitigem Abfall der Zellex-
tinktion in Abbildung 5.8(A) bei einer Zeit von t = ty ist auf die vollstandige Lyse
der Zellen zuriickzufiihren. Der Verlust der Zellmembran fiihrt zu einer spontanen
Ausschiittung der inneren Zellkompartimente in das umgebende Medium und wird
in den lichtmikroskopischen Aufnahmen als spontaner Anstieg des Zelldurchmes-
sers wahrgenommen. Gleichzeitig fithrt die Ausschiittung der Zellkompartimente
zur Verringerung der Trypanblau-Konzentration im untersuchten Bereich, weshalb

der Extinktionswert nach einer Zeit von ¢t = t9 rapide abféllt.

Die in Abbildung 5.8(A) gezeigten Daten sind zwei repriasentative Beispiele einer
statistischen Untersuchung des Vergleichs der Auswirkungen des photothermalen
Effektes von Zellen inkubiert mit spezifischen und unspezifischen AuNRs. Die ge-
zeigten Daten der beiden Zellen gehoren zu einem Datensatz aus zwolf Zellen, von
denen jeweils sechs mit spezifischen und unspezifischen AuNRs inkubiert wurden.

Qualitativ zeigen alle Datensétze einen in Abhéngigkeit ihrer Spezifitdt dhnlichen
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Verlauf, sodass die Parameter m, t; und t9 aller zwolf Zellen bestimmt werden

konnten.

Abbildung 5.8(B) und (C) zeigen die mittlere Steigung m und die mittlere Zeit
t1 mit den entsprechenden Standardabweichungen fiir beide Datensétze an Zellen,
inkubiert mit spezifischen (griin) und unspezifischen (blau) AuNRs. Es ist zu er-
kennen, dass die Steigung m fiir die mit spezifischen AuNRs inkubierten Zellen im
Vergleich zu den unspezifischen auch im Mittel signifikant grofer ist. Dabei ist die
Abweichung der einzelnen Messgrofien vom Mittelwert der Zellen verhaltnisméafig
grofs, da jede Zelle einen einzelnen Organismus darstellt, der unter photothermaler
Behandlung unterschiedlich reagiert. Dennoch kommt es nicht zur Uberlappung
der beiden Standardabweichungen und folglich zu einem statistisch signifikanten
Unterschied der Steigungen fiir beide Systeme. Dies spricht fiir einen Anstieg der
ppPTT-Effizienz durch eine Erhéhung der Zellaufnahme der AuNRs in Folge der
spezifische Interaktion des Aptamers mit der Zelloberfliche. Im Gegensatz zum
unterschiedlichen Verhalten der Steigung m zeigt die Statistik der Zeit ¢; in Ab-
bildung 5.8(C) ein dhnliches Verhalten fiir Zellen inkubiert mit spezifischen und
unspezifischen AuNRs. Das Anschwellen der Zelle bei t < t1, das als Konsequenz
des Verlustes der Homoostase eintritt, scheint in dem Moment zu enden, in dem
die Zellmembran ihre Integritét verliert. Dadurch kommt es zur Stagnation des An-
stiegs des Zelldurchmessers bei t = t1, auf dessen Grundlage t; bestimmt wurde.
Zu diesem Zeitpunkt des Verlustes der Zellmembranintegritiat ist die Zelle nicht
mehr in der Lage, Trypanblau aus der Zelle zu exkludieren, sodass es zur Diffusion
des Trypanblaus in die Zelle und zur entsprechenden Einfarbung kommt. Die Un-
tersuchungen deuten an, dass die Zeit t; durch die Zeit vorgegeben wird, welche
die Zelle auf ihrem nekrotischen Pfad benotigt, um nach Schadigung der Zellkom-
partimente ihre Zellmembranintegritit zu verlieren. Diese Zeit scheint in erster

Né&herung unabhéngig von der Konzentration der AuNRs in der Zelle zu sein.

Wie bereits erwihnt, zeigt Abbildung 5.8(B) eine unterschiedliche Standardabwei-
chung der gemessenen Steigung m fiir Zellen, inkubiert mit spezifischen und unspe-
zifischen AuNRs. Es scheint, dass die Steigung fiir eine unspezifische Interaktion
der AuNRs mit der Zelloberflache fiir alle einzelnen Messungen relativ &hnlich ist,
wohingegen die Standardabweichung bei einer spezifischen Aufnahme der AulNRs
deutlich vergrofert ist, was auf die Vielzahl der zu beriicksichtigenden Faktoren
fiir eine spezifische Interaktion zuriickzufiihren ist. Beispielsweise spielt fiir die spe-

zifische Interaktion der AuNRs die Anzahl der 11.6-Rezeptoren eine entscheidende
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Rolle, was zu einer unterschiedlichen Spezifitit der einzelnen Zellen und damit zu

einer hoheren Standardabweichung fiihrt.

94



6 Zusammenfassung

Diese Doktorarbeit wurde iiber einen Zeitraum von drei Jahren im Arbeitskreis von
Prof. Dr. Alf Mews am Institut fiir Physikalische Chemie der Universitdt Hamburg
angefertigt und setzt sich grundsétzlich aus der Bearbeitung von zwei miteinander
verwandten Forschungsfeldern zusammen. Dabei lag der Fokus im ersten Schritt
auf der Synthese und anschliefsenden Formmodifikation von AuNRs zur Manipulati-
on der [-LSPR-Bande im sichtbaren und nahinfraroten Spektralbereich des Extinkti-
onsspektrums. Im zweiten Schritt wurden AuNRs, deren [-LSPR-Bande spektral im
biologischen Transparenzfenster der menschlichen Haut lokalisiert waren, als Ener-
giekonverter fiir plasmonische Photothermaltherapie in lebenden Zellen eingesetzt

und dabei das Verhalten der Zellen im Anschluss an die Bestrahlung untersucht.

Die Ergebnisse der Formmodifikation sind in Kapitel 4 im Detail erlautert. Die ent-
sprechende Beschreibung der Synthese findet sich in Kapitel 3.2.1. Der Fokus der
systematischen Formmodifikation von AuNRs lag wéhrend der Experimente auf der
Untersuchung des Reaktionsmechanismus sowie der Erstellung eines Modells fiir
die Voraussage der Anderung der optischen Eigenschaften durch die Formmodifika-
tion. Das gewonnene Wissen sollte im Anschluss genutzt werden, um die plasmoni-
sche Resonanzfrequenz der AuNRs nach der Synthese gezielt auf die immer gleiche
[-LsSPR-Resonanz einzustellen und somit durch post-synthetische Modifikation ex-
akt gleichbleibende optische Eigenschaften iiber verschiedene AuNR-Synthesen zu
gewahrleisten. Kapitel 4.2.2 beschreibt im Detail die Untersuchung der Kompro-
portionierungsreaktion. Dabei wurden AuNRs nach der Synthese aufgereinigt und
anschliefend - unter bestimmten synthetischen Bedingungen - mit Au3*-Ionen ver-
setzt. Die entsprechende Komproportionierungsreaktion zwischen Au® und Au?*
fithrte zur Auflssung der in den AuNRs gebundenen Au®-Atome unter der Bildung
von Au"-Ionen und konnte mit Hilfe von optischen und elementaranalytischen Me-
thoden bestétigt werden. Anschlieflend wurde eine AuNR-Probe durch die gezielte
Zugabe von definierten Au3T-Mengen unterschiedlich modifiziert. Die entsprechen-

de Untersuchung mittels TEM-Aufnahmen in Kapitel 4.2.4 zeigte eine reine Ver-
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kiirzung der Lénge der AuNRs bei konstantem Durchmesser. Es wurde gezeigt,
dass dieser Effekt vor allem auf der erhdhten Reaktivitit der AuNR-Kappen ge-
geniiber den lateralen Facetten zuriickzufiihren ist. Die Verkiirzung fiihrte zu einer
Reduzierung des Aspektverhéltnisses (Verhéltnis aus Lange und Durchmesser) der
AuNRs und zu einer Verschiebung der [-LsPR-Bande zu hoheren Energien. Die
gute Anwendbarkeit dieser milden Oxidationsmethode &ufsert sich auch in dem li-
nearen Zusammenhang zwischen der Au?*-Zugabemenge und der Wellenlinge der
l-LsPR-Bande. Uber diesen Zusammenhang war es moglich die I-LsPR-Bande von
AuNRs iiber das gesamte sichtbare und NIR-Spektrum zu verschieben. Dariiber hin-
aus konnte die [-LSPR-Bande von AuNRs mit einem niedrigeren Ausgangs-Aspekt-
verhéltnis in einen spektralen Bereich unterhalb von 600 nm verschoben werden
(Kapitel 4.2.5). Die direkte monodisperse Synthese solcher AuNRs wurde bisher
noch nicht gezeigt, was den Einsatz von post-synthetischen Modifikationsmetho-
den sehr interessant macht. Insbesondere eine milde Oxidationsmethode wie die
in dieser Dissertation systematisch untersuchte Komproportionierung mit einer
vergleichsweise niedrigen Reaktionsrate ermoglicht die exakte Einstellung der ge-
wiinschten optischen Eigenschaften. Abschlieffend wurde in Kapitel 4.2.6 aus den
gesammelten Daten und basierend auf einem geometrischen Ansatz unter Bertick-
sichtigung der Konzentration der AuNRs ein Modell zur Vorhersage und Justierung
der optischen Eigenschaften in Abhéngigkeit des Durchmessers der AuNR-Probe
erstellt und dieses experimentell verifiziert. Die Vorhersagen des Modells zeigen
bei einer urspriinglichen AuNR-Lénge von 56.1 nm und unter konstantem AuNR-
Durchmesser eine Genauigkeit in der Lédngenmodifikation von 0.7 nm zwischen den
im TEM aufgenommen und den berechneten Daten. Die Voraussage der spektralen

Lage der I-LSPR war mit einer Abweichung von + 5 nm moglich.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden ultrakleine, biofunktionalisierte AuNRs mit
sehr hoher Absorptionseffizienz und einer /-LSPR-Bande im Transparenzfenster der
menschlichen Haut als Energiekonverter fiir PPTT verwendet. Die entsprechenden
Ergebnisse finden sich in Kapitel 5. Die Biofunktionalisierung der AuNRs wurde
in den Kapiteln 5.1 und 5.2 diskutiert. Der Fokus der Experimente lag auf der
Beobachtung von einzelnen mit AulNRs inkubierten BaF3-Zellen sowie der Bestim-
mung von zwei optisch auswertbaren Parametern. Mit Hilfe eines mikroskopischen
Aufbaus, der gleichzeitig die individuelle Bestrahlung einzelner Zellen ermdoglichte
(Kapitel 3.2.5), wurden nach Ende der LASER-Bestrahlungsdauer von 60 s jeweils

in Abstdnden von 10 s lichtmikroskopische Aufnahmen gemacht und sowohl die
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Entwicklung des Zelldurchmessers als auch die Farbséttigung durch Interdiffusion
von Trypanblau iiber die Zeit bestimmt. Durch das charakteristische Anschwellen
der Zelle konnte der Zelltod der BaF3-Zellen eindeutig dem nekrotischen Verlauf
zugeordnet werden (Kapitel 5.4). Dabei wurde ein zeitlicher Versatz zwischen dem
Beginn der morphologischen Anderung und dem Anstieg der Farbsittigung festge-
stellt. Dieser Versatz spricht fiir eine Schiadigung der inneren Zellkompartimente
durch den photothermalen Effekt, der durch in die Zelle aufgenommene AuNRs
induziert wurde. Bei einer direkten Schadigung der Zellmembran durch die PPTT
wiire kein Zeitversatz zwischen der Anderung der Zellmorphologie und dem An-
stieg der Farbséttigung zu erwarten, da Trypanblau nur bei einem Verlust der Zell-
membranintegritdt in die Zelle diffundieren kann. Vielmehr wird vermutet, dass
die Schadigung der Lysosomen, in welche die AuNRs bei der Aufnahme in die
Zelle durch Endozytose gelangen sollen, fiir die Storung wichtiger Zellfunktionen
durch Ausschiittung von Hydrolasen und die spontane Anderung des pH-Wertes
im Cytosol sorgen. Als Folge des Verlustes wichtiger Zellfunktionen und der Sché-
digung von Zellkompartimenten, scheint es zu einem zeitversetzten Verlust der
Zellmembranintegritdt zu kommen, der dann die Interdiffusion des Trypanblaus
ermoglicht. Es konnte zudem in Kapitel 5.4.2 gezeigt werden, dass die Effizienz der
PPTT durch spezifische Interaktion von Aptamer AIR3A-gekoppelten AuNRs mit
den 1L6-Rezeptoren an der Oberfliche der BaF3-Zellen signifikant erhdht wurde.
Dieser Effekt wurde auf die in der Literatur gezeigte Erhéhung der Konzentration
von Goldnanostrukturen durch spezifische Interaktion mit Zellen zuriickgefiihrt,
da eine stidrkere Akkumulation von AuNRs bei der PPTT zum stérkeren Tempe-
raturanstieg und anschlieffend zu einer schnelleren Schidigung der Zellmembran

sowie dem Verlust der Zellmembranintegritét fiihrt.

Teile der Ergebnisse des Kapitels 5.4 wurden in geteilter Erstautorschaft mit Lisa
PRISNER unter dem Titel ,Monitoring the Death of Single BaF3 Cells under Plas-
monic Photothermal Heating Induced by Ultrasmall Goldnanorods® im Journal of

Material Chemistry B zur Verdffentlichung akzeptiert [34].
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Jannik Rebmann, Phillip Witthoft, Simon Schneider, Christian Strelow, Tobias
Kipp and Alf Mews

Covalent coupling of plasmonic metal and semiconductor nanoparticles (poster)

SPIE Photonics West (Moscone Center San Francisco, Kalifornien, USA)
27. Januar bis 1. Februar 2018

Alf Mews, Phillip Witthoft, Lisa Prisner
Plasmonic photohermal therapy with functionalized gold nanoparticles on indivi-
dual cells (talk)
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Heiko von der Heide, Christian Strelow, Tobias Kipp and Alf Mews
Plasmonic Photothermal Therapy (PPTT) with small bio-functionalized AuNRs

on individual cells (poster)

DPG-Friihjahrstagung 2017 (Technische Universitat Dresden)
19. bis 24. Marz 2017

Phillip Witthoft, Christian Strelow, Tobias Kipp, Gerhard Griibel and Alf Mews
Thermal and Photothermal reshaping of gold nanorods (talk)

2016
115. Bunsentagung 2016 (Universitiat Rostock)
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Tobias Redder, Phillip Witthoft and Alf Mews

Observation of gold nanoparticle growth (poster)

NaNaX 7 (Philipps Universitat Marburg)
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Tobias Redder, Phillip Witthoft and Alf Mews

Mechanism of gold nanoparticle growht in organic solvents (poster)
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Sicherheit & Entsorgung

Gefahrenmerkmale und Sicherheitshinweise aller in der Arbeit verwendeter beson-
ders relevanter Gefahrenstoffe. [223]

Substanz CAS-Nr. GHS-Symbole

H-Satze P-Sétze
(Gefahren) (Praventionen)

‘ H290, H300,
. . ‘@ ‘% H310,H330, ~ P260,P264,
Kaliumcyanid H370, H372, P273, P280,

KCN

151-50-8
| H410 P284,
(GEFAHR!) P301-+P310
EUH032

P201,
Natriumborhydrid @ H260, H301, P231-+P232,
H314, H360F  P280,

NaBH,

| 16940-66-2 P308+P313,
(GEFAHR!) EUH014 P370+P378,
P402-+P404

Gefahrenhinweise und praventive Mallnahmen

H260:

In Berithrung mit Wasser entstehen entziindbare Gase, die sich spontan

entzliinden konnen.

H290:
H300:
H301:
H310:
H314:
H330:

Kann gegeniiber Metallen korrosiv sein.

Lebensgefahr bei Verschlucken.

Giftig bei Verschlucken.

Lebensgefahr bei Hautkontakt.

Verursacht schwere Verétzungen der Haut und schwere Augenschéden.

Lebensgefahr bei Einatmen.

H360F: Kann die Fruchtbarkeit beeintrachtigen.

H370:
H372:
H410:

Schidigt die Organe.
Schidigt die Organe bei ldngerer oder wiederholter Exposition.

Sehr giftig fiir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

EUHO014: Reagiert heftig mit Wasser.
EUHO032: Entwickelt bei Beriihrung mit Sdure sehr giftige Gase.
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P201: Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.

P231 + P232: Unter inertem Gas handhaben. Vor Feuchtigkeit schiitzen.

P260: Staub/Rauch/Gas/Nebel /Dampf/Aerosol nicht einatmen.

P264: Nach Gebrauch Hande griindlich waschen.

P273: Freisetzung in die Umwelt vermeiden.

P280: Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz tragen.
P284: Atemschutz tragen.

P301 + P310: BEI VERSCHLUCKEN: Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM
oder Arzt anrufen.

P308 + P313: BEI Exposition oder falls betroffen: Arztlichen Rat einholen /arztli-
che Hilfe hinzuziehen.

P370 + P378: Bei Brand: Loschpulver oder Trockensand zum Loschen verwenden.
P402 + P404: In einem geschlossenen Behélter an einem trockenen Ort aufbewah-

ren.

129



	Eidesstattliche Erklärung
	Publikationen
	Kurzfassung
	Abstract
	Inhaltsverzeichnis
	Abkürzungsverzeichnis
	Abbildungsverzeichnis
	Einleitung
	Theoretische Grundlagen
	Kolloidale Metall-Nanopartikel
	Goldnanorods
	Aufbau der Kristallstruktur
	Optische und elektronische Eigenschaften
	Plasmonik
	Berechnung des Absorptions- und Streuverhaltens von Goldnanorods

	Grundlegende Synthesemethoden
	Keimvermittelte Syntheseroute
	Nasschemisches Rodwachstum
	Ultrakleine Goldnanorods
	Grundlagen der Formmodifikation
	Silikaverkapselung
	Ligandenaustausch

	Medizinische Verwendung von Goldnanorods
	Energieumwandlung und Wärmeerzeugung
	Suspensionszellen
	Endozytose
	Zelltod
	Spezifische plasmonische Photothermaltherapie


	Material & Methoden
	Verwendete Chemikalien & Geräte
	Experimentelles Design
	Synthese von Goldnanorods
	Silikaverkapselung der AuNRs
	Ligandenaustausch an AuNRs
	Inkubation der BaF3 Zellen mit biofunktionalisierten AuNRs
	Plasmonische Photothermaltherapie

	Charakterisierungsmethoden
	Untersuchung der Morphologie und Farbsättigung einer einzelnen Zelle während der PPTT-Experimente
	UV-Vis-Spektroskopie 
	Atomabsorptionsspektroskopie

	Discrete Dipole Approximation Code

	Formmodifikation von AuNRs zur Manipulation der l-LSPR Bande
	Form und optische Eigenschaften der synthetisierten Goldnanorods
	Oxidative Formmodifikation der Goldnanorods
	Systematische Untersuchung der Formmodifikation
	Nachweise der Komproportionierungsreaktion
	Vergleich der optischen Ergebnisse mit den Berechnungen aus DDSCAT
	Modifikation der l-LSPR über den gesamten sichtbaren Spektralbereich
	Formmodifikation und Optimierung der Größenverteilung der l-LSPR im Spektralbereich um 600nm
	Modell zur Nutzung der Formmodifikation für die Feinjustierung der l-LSPR von AuNRs


	Biofunktionalisierte AuNRs als Energiekonverter in der PPTT
	Silikaverkapselung der AuNRs
	CTAB-Ligandenaustausch und Biofunktionalisierung der AuNRs
	Form und optische Eigenschaften der synthetisierten AuNRs
	Anwendung der AuNRs als Energiekonverter in der PPTT
	PPTT Experimente an BaF3 Zellen inkubiert mit biofunktionalisierten AuNRs
	Verbesserung der PPTT-Effizienz durch die spezifische Interaktion von BaF3-Zellen mit AIR3A-gekoppelten AuNRs


	Zusammenfassung
	Literatur
	Appendix
	Danksagung
	Curriculum Vitae
	Beiträge zu wissenschaftlichen Konferenzen
	Sicherheit & Entsorgung


