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1 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird eine vierstufige Strategie zur Herstellung von kolloidal
stabilen, geschiitzten und biokompatiblen plasmonischen Nanopartikelclustern (NPC) mit
intensiver oberflichenverstarkter Ramanstreuung und hoher intrazellularer Aufnahme und
Stabilitat vorgestellt. Dieses Verfahren unterliegt keinen bekannten Einschrankungen hin-
sichtlich der Grofie, Form oder Zusammensetzung der Nanopartikel (NP). Aufgrund des
entwickelten skalierbaren und schnellen Phasentransfers mit Polyisopren-diethylentriamin
(PI-DETA) konnen sowohl nativ hydrophile, als auch hydrophobe NP fir diese Strate-
gie verwendet werden. Des Weiteren fiihrten Kinetikstudien des Phasentransfers plas-
monischer Gold- und Silber-NP zu der Erkenntnis, dass eine Oberflichenbelegung von
~ 3 PI-DETA (1300 gmol~') pro nm? fiir einen effektiven Phasentransfer und langfristig
kolloidal stabile Au- und AgNP nétig sind. Uber die Variation des Diblockcopolymers
Polyisopren-block-Polyethylenoxid (PI-6-PEO) zu PI-DETA-Liganden Verhéltnis bei der
Mikrofluidik-Einkapselung konnte die Grofle der Gold- und Silber-NPC durch die Erho-
hung der Anzahl an co-eingekapselten NP in einer Mizelle auf bis zu 200 nm reproduzierbar
eingestellt werden. Die durch eine optimierte Saat-Emulsionspolymerisation geformten
Polymerhiillen um die NP-Systeme erwiesen sich als wirkungsvoller Schutz gegen Ag-
gregation und Oxidation unter hoher Ionenstéarke und extremen Oxidationsbedingungen,
wie hohe Cyanid- oder Konigswasser-Konzentrationen. Die Biokompatibilitéts-Studien der
eingekapselten NP-Systeme zeigten bei der Inkubation mit drei verschiedenen Zelllinien
hohe Zellviabilitidten, trotz der sehr hohen zelluliren Aufnahme. Weiterhin bestatigten
Elektronenmikroskop-Analysen die hohe Zellaufnahme der eingekapselten NP /NPC und
die intrazelluldre Stabilitdt nach der Internalisierung der Strukturen in endosomale Ve-
sikel. Ein Vorteil dieser Einkapselungsstrategie ist, dass das PI-b-PEO vor und nach der
Einkapselung der NP mit Antikérpern, Peptiden und anderen Target-Molekiilen fiir eine
spezifische Zellaufnahme funktionalisiert werden kann. Die Studien tiber die Beschichtung
der NP mit verschiedenen Raman-aktiven Molekiilen (Codierung mit Raman-Reportern
(RaR)) ergaben, dass die codierten AuNPC im Vergleich zu den uncodierten AuNPC

deutlich starkere Plasmonenkopplung aufweisen. Die Banden der lokalisierten Oberfla-
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chenplasmonenresonanz (LSPR) konnen iiber einen grofien Spektralbereich von 500 bis
1000 nm durch die Variation der RaR-Inkubationszeit und dem RaR-Codierungsgrad
eingestellt werden. Das bedeutet, dass die optischen Eigenschaften der NPC fiir spektro-
skopische Anwendungen an die Laseranregungswellenldnge angepasst werden konnen. Die
starke Plasmonenkopplung resultiert aus geringen interpartikuldren Abstdnden der NP
in den Clustern, die die Ausbildung von Hotspots des elektrischen Felds bei der LSPR-
Anregung verursachen. Die Hotspots fithrten zu einer erheblichen oberflaichenverstarkten
Ramanstreuung (SERS) der darin lokalisierten RaR bis in die GréSenordnung von 10°.
Nach aktuellem Stand liegt diese Verstarkung im Grenzbereich der bekannten maximalen
analytischen! Verstarkungsfaktoren fiir geclusterte, sphérische AuNP® und AgNPM,

Insgesamt ist die vorgeschlagene universelle Strategie zur Herstellung von stabilen, bio-
kompatiblen und sensitiven SERS-Plattformen ein signifikanter Schritt vorwérts in Rich-

tung biomedizinischer in vivo-Anwendungen plasmonischer Nanopartikel.

'In Dispersion anhand der Raman Intensititen und der RaR-Konzentrationen iiber die gesamte Probe
ermittelter, durchschnittlicher Verstarkungsfaktor. ] Keine selektive Signaldetektion der Hotspots.



2 Abstract

In this work, a four-step strategy for the preparation of colloidally stable, protected and
biocompatible plasmonic nanoparticle clusters (NPC) with intensive surface-enhanced Ra-
man scattering and high intracellular uptake and stability is presented. The procedure is
not subject to any known restrictions regarding particle size, shape or composition. Due
to the developed, scalable and fast phase transfer with polyisoprene diethylenetriamine
(PI-DETA), both natively hydrophilic and hydrophobic nanoparticles (NP) can be used
for this strategy. Kinetic studies of the phase transfer revealed that the surface coverage
of ~ 3 PI-DETA (1300 gmol™!) per nm? is required to ensure effective phase transfer and
long-term colloidal stability of gold- and silver-NP. By varying the poly(isoprene)-block-
poly(ethylene oxide) (PI-5-PEO) to PI-DETA ligand ratio in the microfluidic encapsula-
tion process, the overall size of the gold- and silver-NPC could be tuned up to 200 nm, by
increasing the number of co-encapsuleted NP in the formed micelles. The polymer shells
formed by an optimized seed emulsion polymerization around the NP systems proved to
be effective protection against aggregation and oxidation under high ionic strength and
extreme oxidation conditions, such as high cyanide or aqua regia concentrations. The bio-
compatibility of the encapsulated NP systems was demonstrated by incubation of gold-
and silver NP/NPC with three different cell lines. The cells showed high cell viability,
despite the very high cellular uptake. Furthermore, electron microscopy analysis of the
incubated cells confirmed high cellular uptake and high intracellular stability of the na-
nostructures, even within the endosomes. An advantage of this encapsulation strategy is
that the PI-0-PEO can be functionalized before and after the encapsulation of the NP
with antibodies, peptides and other target molecules for specific cellular uptake. The stu-
dies on the coating of the NP with different Raman-active molecules (coding with Raman
reporters (RaR)) showed that the coded AuNPC have a significantly stronger plasmon
coupling compared to the uncoded AuNPC. The bands of the localized surface plasmon
resonance (LSPR) can be adjusted over a large spectral range from 500 to 1000 nm by
varying the RaR incubation time and the RaR coding level. This implies that the optical

properties of the NPC can be adapted to the laser excitation wavelength for spectroscopic
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applications. The strong plasmon coupling results from small interparticle distances of
the NP in the clusters, which cause the formation of hotspots of the electric field during
LSPR excitation. The hotspots led to a considerable surface-enhanced Raman scattering
(SERS) of RaR located therein. Average analytical! enhancement factors up to the order
of 10° were determined. According to the current status, this enhancement is within the
known upper limit range of analytical enhancement factors for clustered and spherical
AuNP ™ as well as AgNP 1,

Overall, the proposed universal strategy for the production of stable, biocompatible and
sensitive SERS platforms is a significant step forward towards biomedical in vivo-applications

of plasmonic nanoparticles.

! Average enhancement factor determined in dispersion and based on the Raman intensities and the RaR
concentrations over the entire sample.!!) No selective signal detection of the hotspots.



3  Einleitung

Die Nanotechnologie ist im Jahr 2020 langst keine technologische Randerscheinung oder
reine Science-Fiction mehr. Sie fand in den letzten Jahrzehnten, von vielen Menschen
wahrscheinlich unbemerkt, in zunehmendem Mafi Einzug in unseren Alltag. Produk-
te und Anwendungen der Nanowissenschaft sind unter anderem in Computern, Smart-
phones, Verpackungs- und Lebensmittelzusatzstoffen, Beschichtungen, Kosmetika, Tex-
tilien und medizinischen Diagnose- und Therapieverfahren zu finden.®” Wie wichtig
das Verstandnis und die Erforschung der Nanodimension, sowie die Erfahrungen und
das Fachwissen der Nanotechnologie, vor allem im Bereich von drug delivery-Systemen,
Krebs-Nanovakazinen, dem sog. immunoengineering und nanotechnologischen Sensor-
und Plattformtechnologien sind, deutet die Pandemie®’ des nanoskaligen® Virus SARS-
CoV-2 an.!'3] Die Entwicklung von biokompatiblen, sensitiven und kostengiinstigen
Nanopartikel-Systemen fiir biomedizinische Bildgebung und gezielte Therapieverfahren
sind nicht nur aufgrund der oben erwdhnten aktuellen Pandemie von groflem Interesse,
sondern beschaftigt Wissenschaftler aus diversen Fachgebieten vor allem aufgrund des
.Vormarschs® der Volkskrankheiten, allen voran: Krebs.™ 1% Laut WHO ist Krebs die
weltweite Haupttodesursache des Menschen. Im Jahr 2008 starben 7.6 Millionen Men-
schen an Krebs und fiir das Jahr 2030 werden 13 Millionen Krebstote erwartet.'” Nano-
skalige Partikel sind in diesem Zusammenhang besonders aufgrund ihrer funktionellen und
strukturellen Eigenschaften, die weder diskrete Molekiile noch Bulk-Festkorper aufweisen,
interessant. ' In Verbindung mit Targeting-Liganden, wie monoklonalen Antikérpern,
Peptiden oder kleinen Molekiilen, konnen die NP mit hoher Affinitdt und Spezifitidt in
malignen Tumoren akkumuliert werden.?°?? Vielversprechend fiir die in vivo Bildge-
bung und Therapie sind plasmonische Nanopartikel, die die Raman-Streueffizienz von
adsorbierten Raman-aktiven Molekiilen enorm verstirken konnen und infolgedessen eine
spektroskopische Detektion erméglichen.?*26 Die Kombination aus dieser oberflichen-

verstiarkten Raman-Streuung (SERS) und den photothermischen Eigenschaften der plas-

111. Mérz 2020: Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) deklarierte die SARS-CoV-2-Epidemie offiziell
zu einer Pandemie. [
2Das Virus SARS-CoV-2 weist durchschnittlich einen Durchmesser von 60 bis 140 nm auf. [¥)
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monischen Nanopartikel machen diese zu potentiellen ,,2-in-1“-Systemen der Theranostik

(Therapie und Diagnostik). 2736

In den 1970er Jahren wurde der SERS-Effekt entdeckt, der die bis dahin grofite Beschrén-
kung der Raman-Spektroskopie, die sehr schwache Raman-Streuung im Vergleich zum
einfallenden Licht, durch die enorme elektromagnetische Feldverstarkung von angereg-
ten Oberflachenplasmonenresonanzen metallischer Substrate und besonders metallischer

23-26] Die SERS-Technologie hat zwar einige Vorteile in Be-

Nanopartikel, iiberwindet.
zug auf die Photostabilitat, die Sensibilitat, die Halbwertsbreiten der spektroskopischen
Signale und das Multiplexing gegeniiber den meisten etablierten biomedizinischen Bildge-
bungstechniken, jedoch ist die SERS-Technologie bisher noch nicht ausreichend klinisch
erprobt worden. 93739 SERS steht vielmehr am Beginn des Einzugs in die klinischen
Testphasen. '¥1949 Trotz der grofen Fortschritte der letzten Jahrzehnte bleibt die grofte
Herausforderung vor allem im Hinblick auf potentielle in vitro oder in vivo Anwendungen
zur Detektion eines Targets, dass es bisher keine ausgereiften, kostengiinstigen, kolloidal
stabilen, biokompatiblen SERS-Nanopartikelplattformen gibt, die gleichzeitig auch noch
ein intensives und konsistentes SERS-Signal aufweisen und in ,kommerziellen Mengen*

hergestellt werden kénnen. [

Dementsprechend soll in dieser Arbeit eine reproduzierbare Strategie entwickelt werden,
die es erlaubt aus relativ einfach herzustellenden, sphérischen Gold- und Silbernanoparti-
keln, einer Beschichtung der Oberflachen mit Raman-aktiven Molekiilen, einer 16sungsmit-
telinduzierten Assemblierung der Nanopartikel zur Erhohung der Feldverstarkung durch
Plasmonenkopplung und einer Saat-Emulsionspolymerisation, geschiitzte, biokompatible
und kolloidal stabile Nanopartikelcluster mit einem intensiven SERS-Signal in Dispersi-
on herzustellen. Dafiir soll ein sich bereits fiir Quantenpunkte und Eisenoxidnanopartikel
bewéhrtes Einkapselungssystem aus der Kombination von Polyisopren-diethylentriamin
(PI-DETA) als Nanopartikelligand und Polyisopren-block-Polyethylenoxid (PI-6-PEO) als
stabilisierender Mizellenbildner genutzt und das Potential dieser Methode zur losungs-
mittelinduzierten Assemblierung untersucht werden.*7) Der Vorteil dieses mizellaren
Systems ist neben der kolloidalen Stabilitdt und der Moglichkeit eine schiitzende und bio-
kompatible Polymerhiille aufzubauen, dass diese eingekapselten Nanopartikelsysteme tiber
die Kopplung von einer Vielzahl an funktionellen Gruppen, Antikérpern und komplexen
Verbindungen (z.B. Biotin, Kohlenhydrate) an den Mizellenbildner PI-6-PEO funktiona-
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lisiert werden konnen. (4244

Im Hinblick auf die potentielle Anwendung der Nanopartikelcluster sind Studien iiber
den SERS-Verstirkungsfaktor, die Schutzwirkung der Polymerhiille, die Stabilitiat der
hergestellten Systeme in Medien mit hoher Ionenstiarke und oxidierenden Spezies, die
Zellaufnahme von gesunden und kanzerdsen Zellen und die Zytotoxizitat unverzichtbar,
um die generelle, biomedizinische Verwendbarkeit der angestrebten SERS-Plattformen zu

untersuchen.



4 ' Kenntnisstand

4.1 Nanoskala und Nanotechnologie

Nanostrukturen wie ,,l6sliches” oder kolloidales Gold wurden bereits seit der Antike von
den Menschen genutzt. 8% Kolloidalem Gold wurden heilende und verschénernde Kréfte
beigemessen. Des Weiteren wurde es zur Herstellung von gefirbten Glasern und Kerami-
ken genutzt. Die ersten wissenschaftlich fundierten Erkenntnisse tiber die Struktur und die
Dimension kolloidaler Metallnanopartikel erbrachte Michael Faraday in den 1850er Jah-
ren. 851 Aufgrund der Fahigkeit der Metallkolloide mit Licht wechselzuwirken, schlussfol-
gerte Faraday, dass die Groflenordnung der Partikel im Bereich der Wellenldngen des
Lichts sein miisse. Fiir einige Wissenschaftler ist das der Beginn der modernen Nano-
technologie, andere wiederum verkntipfen den Beginn der Nanotechnologie mit Richard
Feynmans visiondrem Vortrag ,, There’s Plenty of Room at the Bottom® aus dem Jahr 1959,
der nachdriicklich betont, wie viel Potenzial in der Erforschung der kleineren Dimensionen

6,7,48,52,53] Feynman sprach unter anderem davon Computerbauteile drastisch zu mi-

liegt. !
niaturisieren, um die Rechenleistung zu verbessern; mikroskopische Maschinen zu bauen,
die Arbeit verrichten kénnen und von der Notwendigkeit die Auflésung von Elektronen-
mikroskopen erheblich zu verbessern. Alles in allem haben sowohl Faraday und Feynman,
als auch viele andere Wissenschaftler zur Entstehung dieses Feldes beigetragen und die
Nanotechnologie wegweisend zu dem gemacht was sie heute ist:

Das Feld der Nanotechnologie beschreibt im weitesten Sinne die Erforschung, den Aufbau
und die Modifikation nanoskaliger Strukturen und Eigenschaften. In der wissenschaftli-
chen Literatur herrscht generell ein Konsens dartiber, dass diese Strukturen einen Gro-
Benbereich von 1 - 100 nm umfassen. Der auf den ersten Blick womdglich willkiirlich
erscheinende Bereich, ist ebenjener Bereich, in dem sich spezifische Materialeigenschaften
von denen der diskreten atomaren und makroskopischen Festkorper-Dimension unter-
scheiden.©" Die Nanoeigenschaften konnen als eine , groBenabhéngige Diskontinuitit®
der Materialeigenschaften verstanden werden und sind in den folgenden Kapiteln aus

struktureller und elektronischer Sicht ndher erlautert.
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4.1.1 Strukturelle Eigenschaften

Viele Materialeigenschaften von Nanostrukturen sind direkt auf die Grofle zuriickzufiithren.
Tatséchlich konnen die Eigenschaften kristalliner Teilchen desselben Materials je nach
Teilchengrofie deutlich variieren. Der Grund vieler Eigenschaftsénderungen liegt darin,
dass sich das Oberflichen zu Volumen Verhaltnis bei immer kleiner werdenden Teilchen
mafigeblich erhoht. Ein abnehmender Nanopartikelduchmesser hat zur Folge, dass sich
immer mehr Atome des Nanopartikels (NP) an der Oberfliche befinden. 654 Tn Abb. 4.1 A
ist zu erkennen, dass bei Goldnanopartikeln (AuNP) mit einem Durchmesser von 10 nm

circa 20 % und bei 2 nm bereits circa 60 % der Gesamtatome an der Oberflache liegen.

B
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Abbildung 4.1: A: Anzahl der Oberflichenatome sowie innerer Atome von AulNP in
Abhéngigkeit des Partikeldurchmessers. Schematischer Einschub zur Verdeutlichung
der Atomverhéltnisse bei sinkendem NP-Durchmesser und B: Schmelzpunkt der AuNP

im Verhéaltnis zum Partikeldurchmesser. Eigene Abbildung in Anlehnung an Refe-
[54]
renz°%,

Die steigende Anzahl an schwécher gebundenen Oberflichenatomen steht in unmittelba-
rem Zusammenhang mit der relativ starken Abnahme des Schmelzpunktes bei < 10 nm
AuNP (Abb. 4.1 B). Das Phénomen wird in der englischsprachigen Literatur als mel-
ting point depression bezeichnet und kann fiir spharische NP ndherungsweise mithilfe
der Gibbs-Thomson Gleichung beschrieben werden.%® Zusitzlich fithrt die hohe Anzahl
an Oberflichenatomen zu einer hoheren Anzahl an freien Koordinationsstellen an der
Oberflache der NP. Die Folgen sind eine erh6hte chemische Aktivitat und ein effizienterer
Stoffumsatz nanoskaliger Katalysatoren. %5055 Aufgrund der GréBe und der Struktur
ergeben sich weitere interessante Eigenschaften und daraus folgende Anwendungen, wie

optisch transparente (farbige) Diinnschichten 7578 die Oberflichenleitfihigkeit von NP-
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Oxiden % der Lotus-Effekt (%% photonische Kristalle!l, Superparamagnetismus 476263

Endozytose beziehungsweise Zellaufnahme[19:41:42,64-66]

4.1.2 Quantenmechanische Eigenschaften

Das wahrscheinlich bekannteste Beispiel fiir Quanteneffekte in der Nanodimension ist die
grofenabhéngige Farbe und Lumineszenz von Halbleiter-NP (quantum dots oder Quanten-
punkte; Abb. 4.2 B), die kommerziell beispielsweise in Displays eingesetzt werden. 667 In
Molekiilen ist eine einfache Beschreibung der elektronischen Struktur und Zustdnde mit
der Molekiilorbitaltheorie moglich.®*%8! Die Anzahl der zu beriicksichtigen Orbitale ist
deutlich begrenzt und es liegen diskrete Energieniveaus vor. Nach der LCAO-Néaherung
(linear combination of atomic orbitals) vervielfaltigen und tiberlagern sich die zu be-
riicksichtigenden Orbitale bei zunehmender Gréfle des Molekiils bis zum quasi unendlich
grofien Molekiil (Bulk-Festkérper) zu Quasi-Kontinuen an elektronischen Zusténden, die
als Energiebénder beschrieben werden (Abb. 4.2 A).1*468] Durch bindende und antibinden-
de Orbitalkombinationen entstehen das Valenz- und Leitungsband. Zwischen den Béndern
kann eine Bandliicke vorliegen, das bedeutet, dass es keine zugelassenen Energiezustéinde

in einem gewissen Energieintervall gibt. >4

Al

A

Energie
W (W

Molekill —» Slljr?l?tten_ . xg:gg;g; &) — NanopartikelgréBe —» o
Abbildung 4.2: A: Schematische Darstellung der LCAO-N&herung bei steigender
Anzahl der Atomorbitale von links nach rechts. AE ist die Bandliicken-Energie,
die bei grofler werdenden Atomverbdnden abnimmt. VB und LB représentieren das
Valenz- und Leitungsband. B: Fluoreszenz von CdSe-Halbleiternanopartikeln unter
UV-Lichtanregung mit ansteigender Partikelgréfie von links nach rechts. Foto: Ar-
beitsgruppe H. Weller, Universitat Hamburg(®9).
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Die Grofle der Bandliicke unterscheidet elektrische Leiter, Halbleiter und Isolatoren von-
einander und ist auch fiir optische Eigenschaften verantwortlich. Neben den in Kapi-
tel 4.1.1 genannten Materialeigenschaften treten in der Nanodimension gréfenabhéngige
Quanteneffekte aufgrund des Zustandes der elektronischen Struktur auf. Im Bereich zwi-
schen Molekiil und Volumenkristall weisen die Quantenpunkte mit abnehmender Grofie
zunehmend diskretere Energiezustande und eine immer gréfier werdende Bandliicke auf,
wie in Abb. 4.2 A dargestellt. "™ Der Grund dafiir ist, dass es in kleiner werdenden
Halbleiterstrukturen zunehmend zu einer rdumlichen Einschrankung der Ladungstriager
kommt. Wird ein Elektron durch Absorption eines Photons in das Leitungsband eines
Halbleiters angeregt, bildet sich ein Elektronen-Loch-Paar (Exziton), das durch attrakti-
ve Coulomb-Wechselwirkungen einen bestimmten Exzitionenradius aufweist. Je weniger
Bewegungsfreiheit den Exzitonen zur Verfliigung steht, also je kleiner die NP sind, desto
hohere kinetische Energiezusténde miissen die angeregten Ladungstriager annehmen und
desto diskreter werden die Energiezustinde. "7 Dieser Effekt wird als GroBenquantisie-
rungseffekt bezeichnet. Quantenmechanisch werden die Ladungstréger als , Teilchen im
Kasten® betrachtet, wobei die GroSe der NP der GroBe des Kastens entspricht. 707274
Das Brus-Modell beschreibt diesen Effekt iiber den energetischen Zustand des Teilchens im
Kasten, einem Coulomb- und einem Polarisierungsterm und zeigt, abgesehen von Modell-
schwachen im unteren Nanometerbereich, Energien die nah an experimentell ermittelten
Werten liegen. ™77 Letztendlich fithrt die Rekombination von Elektron und Loch, je
nach Grofle der Bandliicke, zur charakteristischen, grofienabhéangigen Lumineszenz der

Quantenpunkte (néhere Informationen zur Fluoreszenz siche Kapitel 4.3).

4.1.3 Plasmonische Eigenschaften

Die charakteristischen, intensiven Farben von plasmonischen NP erregten spatestens seit

48-50,76] Keramiken

der Antike! die Aufmerksamkeit von Alchemisten und Handwerkern. !
und Glaser werden sogar bis heute mit plasmonischen NP gefarbt.™ %% Ein beriihmtes,
gut erhaltenes Anwendungsbeispiel ist der Lykurgos Kelch aus Abb. 4.3, der von auflen
beleuchtet griin und von innen heraus beleuchtet rot erscheint. Untersuchungen der Glas-
schmelze des Kelchs in den 1960er Jahren zeigten einen geringen Anteil von 40 ppm und
300 ppm an Gold und Silber, sodass die Vermutung aufkam, es miisse sich um Kolloide der

Metalle handeln, deren Lichtstreueigenschaften bereits bekannt waren.®! Im Jahr 1990

!Plasmonische AuNP wurden bereits auf vergoldetem Elfenbein (ca. 8. Jahrhundert v. u. Z.) nachge-
wiesen, wobei die Herstellung nicht beabsichtigt war. [76:77]
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wurde schlieflich mithilfe einer TEM-EDX Un-
tersuchung aufgeklart, dass die Verursacher die-
ses Effekts 50-100 nm grofle Nanopartikel aus
einer Silber-Gold-Kupfer-Legierung? sind, die
vor allem griines Licht absorbieren sowie (zu-
riick)streuen und rotes Licht eine hohere Trans-

83]

mission aufweist.®) Der Grund fiir die aus-

gepragte Wechselwirkung der Metall-NP mit

Licht ist die Pl I konk Abbildung 4.3: Der Lykurgos Kelch aus
icht 1st die FPlasmonenresonanz. lm Konkre- g, 4 Jahrhundert v. u. Z. ©The Trustees

ten Fall von plasmonischen Metall-NP, wie bei- of the British Museum, London 82

spielsweise aus Gold, Silber, Kupfer und auch Aluminium, wird dieses Phiénomen als
lokalisierte Oberflichenplasmonenresonanz (LSPR) bezeichnet. ! ITm Wesentlichen ist es
die kollektive Oszillation der quasi-freien Elektronen der Metall-NP, ausgelost durch reso-
nante elektromagnetische Wellen (Abb. 4.4 C). Die an Photonen gekoppelte diskrete Os-
zillation des Elektronengases wird auch als Teilchen betrachtet und als Plasmon-Polariton
bezeichnet. LSP-Polaritonen kénnen auch als ,, gefangene® elektromagnetische Wellen, die
bei kleinen NP hauptséichlich zur Oszillation der Oberflichenladungsdichte fiithren, be-
schrieben werden. %! Das Attribut ,lokalisiert* bezieht sich darauf, dass Partikelplasmo-
nen nicht an der Oberfliche oder durch das Volumen propagieren. Die Wechselwirkungen
der plasmonischen Bulk-Metalle bis zu nanoskaligen Partikeln ebendieser Metalle mit
elektromagnetischen Feldern (EM-Felder) kénnen mithilfe der klassischen Elektrodyna-
mik ohne Zuhilfenahme der Quantenmechanik ausreichend beschrieben werden. [®¢ Zum
Verstandnis der Eigenschaften plasmonischer NP mit einem Durchmesser vom Subna-
nometerbereich bis ca. 2 nm miissen quantenmechanische Effekte bzw. Beschrankungen
beriicksichtigt werden®.®” 2D- und 3D-Bulkmaterial mit gefiillten d-Béndern, wie Gold,
Silber und Kupfer sowie die Bulk-Metalle Aluminium und Magnesium weisen ebenfalls
Plasmonen auf, allerdings Oberflichen- und Volumenplasmonen, die aufgrund der rdum-
lichen Ausdehnung des Materials propagieren (Abb. 4.4 A B).1% Das Volumenplasmon
beschreibt die Bewegung der Elektronen im Bulk, die um 180° aus der Phase des einfal-
lenden Feldes oszillieren. Generell oszillieren die freien Elektronen nicht gegen eine Riick-
stellkraft wie die Coulomb-Kraft, sondern entscheidend ist, dass die Elektronen schnell

genug auf die Triebkraft des einfallenden EM-Felds reagieren kénnen. Dieses Verhalten

2Ag662+25% - Au3l2+15% - Cu26+0.3%.13l
3gilt fiir kT bei RT

12
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wird tUber die Plasmafrequenz der Metalle beschrieben, unterhalb derer die Leitungselek-
tronen des Metalls durch das einfallende Feld oszillieren kénnen (Gleichung 4.1).5% Die
Plasmafrequenz hangt von der Dichte der Elektronen n und der effektiven Masse meg ab.

o ist die Permittivitdt des Vakuums und e die Elementarladung.

ne?

Volumenplasmon Oberflachenplasmon

w= w[spr

Elektronen-
wolke

Metallsphare
©)

lokalisiertes Oberflachen pamon

Abbildung 4.4: Schematische Darstellung von Volumen- , Oberflichen- und lokali-
siertem Oberflichenplasmon. A: Volumenplasmonen entstehen bei Frequenzen einfal-
lender EM-Felder unterhalb der Plasmafrequenz wp und es kommt im 3D-Volumen
des Metalls zu quantisierten Schwingungen der Leitungselektronen. B: Oberfléchen-
plasmonen sind entlang einer 2D-Oberflache propagierende Oszillationen der Elektro-
nen. Diese konnen nur bei bestimmten Winkel- und resonanten Frequenzbedingungen
(w = wspr) durch einfallende Felder ausgelost werden. Die Amplitude des an diese Os-
zillation gekoppelten EM-Feldes nimmt exponentiell mit dem Abstand zur Oberfldche
ab. C: Lokalisierte Oberflichenplasmonenresonanz entsteht in Metall-NP die kleiner
als die einfallende Wellenldnge sind. Dabei fiihren resonante Frequenzen (w = wigpr)
zur Oszillation der Elektronenwolke und zur einer Verstarkung des lokalen EM-Felds
nahe der Oberfliche. Eigene Abbildung in Anlehnung an Referenzen (8999,
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Bei einem diinnen Metallfilm existieren Oszillationen an der Oberfliche in Form von pro-
pagierenden Schwingungen der Ladungsdichte. Dabei fiithrt die Grenzflache zwischen der
Permittivitat des Metalls (e,,) und der des Umgebungsmediums (e,) zu einer scharfen Be-
grenzung an Frequenzen (und Wellenvektoren), die die Leitungselektronen im einfallenden
Feld oszillieren lassen. ® Bei Annahme des idealen Drude-Modells der freien Elektronen in
Bezug auf die Permittivitaten, gilt Gleichung 4.2 als Beschreibung der charakteristischen

SPR-Frequenz. [89-91]
wp

= e,
Aus der Oszillation der Oberflachenladungsdichte der SP resultiert ein lokales EM-Feld,

welches bis ca. 100-200 nm ins Dielektrikum der Umgebung hineinreicht. In der Nanodi-

(4.2)

mension, wie bei nulldimensionalen Nanopartikeln, die im Verhéaltnis zur Wellenlénge, mit
denen sie wechselwirken, kleiner sind, induziert das einfallende EM-Feld eine gleichméafige
Verschiebung der Elektronenwolke (quasi-statisches Regime). Die durch die Ladungssepa-
ration entstehenden Riickstellkrifte, die als interne Triebkraft der Oszillation betrachtet
werden konnen, bewirken die charakteristische Resonanzfrequenz, vergleichbar mit einem
harmonischen Oszillator, bei dem die Eigenfrequenz als w = \/g definiert ist.*? Dabei ist
k die Kraftkonstante und p die reduzierte Masse. Im Vergleich zur SPR kann die LSPR
ohne ein Prisma direkt durch ein einfallendes Feld angeregt werden, da die gekriimm-
te Oberfliche der NP dies erlaubt.® Die Bedingungen fiir LSPR bei Nanosphiren im
quasi-statischen (Dipol-)Regime (r << A) kénnen mithilfe von Gustav Mies Losungen
der Maxwell-Gleichungen fiir Sphéren, die einem EM-Feld ausgesetzt sind, beschrieben
werden. 899394 Der Extinktions-Wirkungsquerschnitt 0.y, also die Wahrscheinlichkeit das
Streu- oder Absorptionsprozesse an den NP stattfinden, ist in Gleichung 4.3 dargestellt. ()
Diese Wahrscheinlichkeit wird als ,, Trefferfliche” angegeben.

"

w 3 e
e =9(2) PV m 13
7o =) Y e @y 3

Der Extinktions-Wirkungsquerschnitt erreicht sein Maximum, wenn der Nenner aus Glei-

chung 4.3 gegen null geht. Das bedeutet, dass der reale Teil der dielektrischen Funktion

’

e, = —2¢&y (Frohlich Bedingung) 9] entsprechen muss und der Imaginérteil 8;;1 gering sein

muss. Ist dies der Fall, gilt Gleichung 4.4 als Bedingung fiir Resonanz im quasi-statischen

Regime. [
wp

spr — 4.4
Wisp \/ngu ( )
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Vor diesem Hintergrund ist aus Gleichung 4.3 ersichtlich, dass der Wirkungsquerschnitt
Oext Dei Resonanzbedingung um einige Groflenordnungen grofer ist, als der Querschnitt
des Volumens V' des NP. Der hohe Wirkungsquerschnitt bzw. die hohe Oszillatorstéirke
der LSPR erklirt die hohe Streu- und Absorptionseffizienz der plasmonischen NP im
Vergleich zu quantum dots und organischen Farbstoffen und ermoéglicht eine Vielfalt an

optischen und sensorischen Anwendungen. [89:92:96-99]
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4.2 Plasmonische Nanokristalle

4.2.1 Abhingigkeiten und Modifizierung der LSPR

Fir viele Anwendungen ist die spektrale Postion der LSPR entscheidend. Die LSPR héngt
stark von der dielektrischen Funktion des Metalls und der dielektrischen Umgebung ab.
Dementsprechend weisen Ag- und AuNP derselben Grofie deutlich unterschiedliche Reso-
nanzwellenlangen auf und ein Phasentransfer von in Wasser dispergierten AuNP in THF
oder ein Ligandenaustausch fithren beispielsweise zu einer Verschiebung der LSPR. Ein
Anstieg der Permittivitat (und des Brechungsindex) der NP-Umgebung fithrt generell zu
einer Rotverschiebung der LSPR. Die Adsorption von Liganden mit einem positiven in-
duktiven Effekt fithrt grundsétzlich zur Erhohung der Elektronendichte und zur Erh6hung
der Resonanzfrequenz (Blauverschiebung der LSPR, siehe Gleichung 4.1 und 4.4). Ein ne-
gativer induktiver Effekt adsorbierter Liganden fiihrt entsprechend zu einer Verringerung

der Resonanzfrequenz (Rotverschiebung der LSPR).

24
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Abbildung 4.5: A: Extinktions-Spektren von synthetisierten AuNP mit verschiede-
nen Groflen. B: Vorhersagen des Absorptions- (rot) und Streuwirkungsquerschnitts
(schwarz) aus der Mie-Theorie als Funktion der AuNP Groe bei einer Wellenldnge
von 532 nm und einem Brechungsindex des Mediums von 1.25. Die blaue Kurve be-
schreibt das Verhéltnis zwischen Streuung und Absorption. Die gestrichelten Linien
zeigen, dass vereinfachte, exponentielle Abhéngigkeiten nur fiir NP < 80 nm akkurat
sind. Adapted with permission from A1 and BIOU Copyright © 2011 & 2010 both
American Chemical Society.

Die quasi-statische Beschreibung der LSPR gilt nur fiir sphéirische NP bis zu einer be-
stimmten Gréfle und berticksichtigt keine Abhéngigkeit der Resonanzfrequenz von der
NP-Grofe. 192 Der Anstieg der dipolaren LSPR Wellenlinge (Rotverschiebung, vgl. Abb.
4.5 A) bei grofer werdenden NP kann in erster Nédherung tiber die Abschwéchung der
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Riickstellkrifte bei Ladungsseparation iiber grofere Distanzen verstanden werden. %% In
grofleren NP auflerhalb des quasi-statischen Naherungs-Regimes spielen Dampfungs- und
Retardierungseffekte eine immer grofiere Rolle und fithren zur weiteren Rotverschiebung
der dipolaren LSPR Wellenlange, sowie zur Anregung von Quadrupol- bzw. Multipol-
schwingungen. 3194 Die Plasmonenanregung zerfillt entweder nicht strahlend in ein
Elektronen-Loch-Paar (Intra- oder Interbandanregung) und bewirkt die Lichtabsorpti-
on der NP oder es zerfillt strahlend, indem die EM-Energie mit der gleichen Frequenz
wie die LSPR abgestrahlt wird und bewirkt die elastischen Rayleigh-Streuung der NP. [103]
Bei AuNP mit d < 0.15\ sind die mittleren Streu- und Absorptionsintensititen jeweils
proportional zur sechsten und dritten Potenz des NP-Radius.'%°! Bei groferen NP muss
neben den oben erwiahnten Retadierungseffekten, die vollstdindige Mie-Theorie bertick-
sichtigt werden und die einfache Proportionalitiat der Intensitaten liegt nicht mehr vor. In
Abb. 4.5 B ist zu erkennen, dass die Streuintensitdt ab ca. d > 0.2\ gegeniiber der Ab-
sorptionsintensitit tiberwiegt. Die Breite bzw. Halbwertsbreite (FWHM) der Plasmonen-
bande nimmt durch Strahlungsddmpfung mit zunehmendem NP-Durchmesser zu (Abb.
4.5 A). Eine noch nicht erwihnte Moglichkeit die spektrale Position der LSPR zu be-
einflussen, ist die Veranderung der Form der NP. Zum Beispiel weisen Gold-Nanostidbchen
aufgrund ihrer anisotropen Form eine transversale und eine longitudinale LSPR auf, die
durch polarisiertes Licht selektiv angeregt werden kénnen. 1% Plasmonische Nanoparti-
kel mit scharfen Kanten oder Spitzen, wie z.B. Nanowiirfel, Nanooktaeder oder Nano-
sterne, weisen eine stiarkere Rotverschiebung der LSPR im Vergleich zu &hnlich grofien
Nanosphéren auf. 197198 AuBerdem gibt es die Moglichkeit der LSPR-Modifizierung iiber
Kern-Schale Nanostrukturen und die Kopplung von Plasmonen. ' 12 Letzteres wird
ausfithrlich in Kapitel 4.2.3 beschrieben.

4.2.2 Lokale Feldverstarkung

Die lokalisierte Ladungsdichteoszillation sorgt ebenso wie die propagierenden SP fiir die
Entstehung eines lokalen elektrischen Feldes, das einige Gréflenordnungen starker sein
kann als die einfallende elektrische Feldstéirke. Das elektrische Feld der LSP reicht aller-
dings maximal 10-30 nm in das Dielektrikum der Umgebung hinein und ist in unmittel-
barer Nihe der Oberfliche am stirksten (Abb. 4.6).8
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B

lokale Feldverstarkung

Abbildung 4.6: A Schematische Darstellung der Feldlinien des verstiarkten lokalen
elektrischen Feldes am NP durch Anregung einer dipolaren LSPR. Die Verstirkung des
E-Felds ist an der gegeniiberliegenden Seite der verschobenen Elektronen am héchsten.

B Schematische Darstellung des relativen |E|? Intensitétsprofils. Eigene Abbildung in
96,113,114

Anlehnung an Referenzen .
Fiir eine qualitative Betrachtung der aus der Dipoloszillation verursachten Feldverstar-
kung kann der getriebene harmonische Oszillator aus der klassischen Mechanik herangezo-
gen werden. Entsprechend kann das induzierte Dipolmoment p;,q in einfachster Beschrei-
bung, wie in Gleichung 4.5 zu sehen, iiber die Polarisierbarkeit der Metallnanosphére ay,p,

und die einfallende elektrische Feldstirke Fy(wg) definiert werden. 113!

Hind = O./an(] (WO) (45)

Eine einfallende EM-Welle verandert die Polaritat des induzierten Dipols pi,q periodisch
mit der Kreisfrequenz wy und fithrt zur Entstehung eines Hertzschen Dipols bzw. ei-
ner Antenne auf der Nanoebene sowie zur Verstarkung des lokalen elektrischen Feldes
in unmittelbarer Nihe der Metalloberfliche (siche Abb. 4.6).1113 Je niher die Frequenz
wo des einfallenden EM-Feldes an der LSPR-Frequenz wigy, liegt, desto grofler wird die

Feldverstarkung. Innerhalb des quasi-statischen Naherungs-Regimes kann die (komplexe)

Polarisierbarkeit der NP ay,, wie folgt definiert werden: 115116l
Em — €
= 3e,V (u) L6
Gop £ Em + 2e4 (4.6)
Die Polarisierbarkeit ist bei Frohlich Bedingungen Rele(w)yp] = —2¢, am hochsten (vgl.

Oext in Gleichung 4.3) und bedingt bei LSPR-Bedingungen eine Verstiarkung des inneren
und des dufleren Feldes. Die Verteilung des elektrischen Feldes innerhalb (E,, Gl. 4.7) und
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auBerhalb (Foy, Gl. 4.8) der Nanosphéaren kann tiber die Losung der Laplace-Gleichung
des Potentials V2® = 0 und folglich £ = —V® bestimmt werden. 17!

3e
E,=—"_F 4.7
Em + 264 0 (4.7)
3(n-un)— 1
Eout - EO + ( ( 7//6) M) — (48)

dege, T3
In Gleichung 4.8 ist das Dipolmoment p = goe,0mpEo; 7 die Distanz zur NP-Oberflache
bzw. die Lange des Positionsvektors zu P (point of interest) und n der Einheitsvektor zu P.
Eine auf den NP einfallende ebene Welle fiithrt zu einem oszillierenden Dipolmoment 1(t)
(Gl. 4.9), welches die Veranderung der elektrischen Felder und die Streuung der ebenen
Welle am NP bewirkt, [104115:116]

w(t) = gocutimp Foe™” (4.9)

Fiir das magnetische Feld H und das elektrische Feld E der Nanosphdren im quasi-

statischen Naherungs-Regime folgt durch den assoziierten elektrischen Dipol p(t) in der

Nah-, Zwischen-, und Fernzone: [115:116]

Ck?2 eikr 1
H=— 1—— 4.1
47 (n > p) r ( ikr) (4.10)
_ E*(n x ) x neikr + (Bn(n - pu) — p) R e'kr (4.11)
" Amegey H r )= H 3 2 :

In der Nahzone am NP, d.h. kr << 1 mit k = 27”, ergibt sich als Naherungsausdruck fiir
das elektrische Feld Gl. 4.8 und fiir das magnetische Feld Gl. 4.12.[115:116]

w 1

H = E(" . M)ﬁ

Das magnetische Feld der Nahzone (kr << 1) ist, multipliziert mit dem Wellenwider-

(4.12)

x

stand des Mediums Z,, um den Faktor kr kleiner als das elektrische Feld (vgl. r~*-
Abhingigkeiten). ') Das bedeutet, dass die Nahfelder iiberwiegend elektrischer Natur

sind. Im statischen Limes (k — 0), also im NP, ist die magnetische Feldstérke null. In der

Fernzone kr >> 1 nehmen die Dipolfelder folgende Formen an:[115:116]

H_ kaQ(TL % M>6ikr
AT r

(4.13)
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E=Z,Hxn (4.14)

Die Felder in der Fernzone zeigen das typische r—'-Verhalten von Strahlungsfeldern. 1%

Die Feldverstarkung ist analog zur LSPR-Frequenz abhéingig vom Dielektrikum des Me-
talls und der Umgebung, der Gréfe und der Form der Nanopartikel. 7119 Bei Gold- und
Silber-Nanospharen wurde die grofite lokale Feldverstarkung im NP-Durchmesserbereich
von 40 - 60 nm nachgewiesen. 20122 Im Vergleich zu Gold zeigt Silber eine héhere Nah-
feldverstiarkung, da die Energiedifferenz zwischen LSPR und Interband-Absorption bei
Silber hoher ist und dementsprechend weniger Resonanzdampfung durch Interbandiiber-
génge stattfinden. 3 Allerdings ist Gold fiir biologische und medizinische Anwendungen
aufgrund seiner Biokompatibilitdt und Inertheit geeigneter als Silber (siehe Kapitel 4.3.3).
Starke Kriimmungen der Metalloberflichen sorgen durch den sogenannten Blitzableiter-
effekt (lightning rod-effect) fiir eine noch héhere Feldverstirkung. 24 Scharfe Spitzen und
Kanten, wie z.B bei Nanosternen oder Nanowiirfeln, zeigen eine bis zu 7-16 mal hohere
maximale Feldverstarkungen als Nanosphéren, allerdings sind diese Felder direkt an den
Orten héchster Kriimmung lokalisiert und klingen iiber die Distanz schneller ab.['% Ein
im Rahmen dieser Arbeit wichtiges Phanomen ist die Plasmonenkopplung bzw. die Uber-
lagerung der elektrischen Nahfelder von mindestens zwei NP in direkter raumlicher Nahe
zueinander, was ebenso zu einer deutlichen Verstarkung der Felder fiihrt und im néchsten

Kapitel néher erlautert ist.

4.2.3 Plasmonenkopplung und Nahfeldinterferenz

Eine bereits kurz angefiihrte, weitere Moglichkeit die optischen Eigenschaften plasmoni-
scher NP zu modifizieren, ist die Kopplung der Plasmonen von mindestens zwei NP in
unmittelbarer rdumlicher Néhe zueinander. Zur Kopplung der Plasmonen und zur Interfe-
renz der Nahfelder in den Liicken zwischen den NP kommt es nur bei Unterschreiten eines
bestimmten Abstandes. Eine abnehmende Distanz fithrt dazu, dass sich die NP gegenseitig
iiber ihre induzierten elektrischen Felder beeinflussen, sodass es zur kollektiven Oszilla-
tion der Leitungselektronen im gesamten Nanopartikelcluster (NPC) kommen kann. In
der einfachsten Nédherung kann das tiber eine Dipol-Dipol Kopplung beschrieben werden.
In Abb. 4.7 A ist zu sehen, dass die Distanz zwischen AuNP einen signifikanten Einfluss
auf die Auspriagung der LSPR im Extinktionsspektrum hat. Dabei handelt es sich um

berechnete, qualitative Spektren von dispergierten AuNP-Dimeren mit unterschiedlichen
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Separationsabstanden. Die gestrichelte Linie
zeigt, dass stark dispergierte, quasi einzeln sta-
bilisierte AuNP mit d = 20 nm nur einen LSPR-
Peak bei ungefahr 530 nm aufweisen. AuNP-
Dimere (Abb. 4.7 A,B) und auch gréfiere Clu-
ster (Abb. 4.7 C) weisen dagegen mindestens
zwei Peaks im Extinktionsspektrum auf. Der
Peak bei hoheren Wellenldngen kann der rot-
verschobenen plasmonischen Dipolresonanz zu-
geordnet werden. 1251261 Je geringer die NP-
Distanz wird, desto weiter rotverschoben und
intensiver ist dieser Peak. Die maximale Ver-
schiebung der Dipolresonanz liegt vor, wenn die
NP sich berithren (D =

Dipol Wechselwirkungsregime in das leitend-

0 nm) und vom Dipol-

gekoppelte Regime iibergehen und gewisserma-
Ben zu einem einzelnen NP werden. "7127) Auf
der anderen Seite liegt keine interpartikula-
re Wechselwirkung mehr vor, wenn die NP-
Distanz dem fiinffachen des NP-Radius ent-
spricht (D = 57).7 Der Peak bei kleineren
Wellenlangen nahe der Dipolresonanz der ein-
zelnen NP wird durch plasmonische Quadrupol-
Anregung (bzw. das transversale Dipolmoment,

t.[125.126] Die Intensi-

siehe unten 7*) verursach
tat dieses Peaks sinkt mit geringer werdender
NP-Distanz. Die spektrale Position und Inten-
sitat der Peaks hangt, neben der interpartiku-
laren Distanz, von der Grofe (Abb. 4.7 B) und
Form der NP, von der Clustergréfie und der Ori-
entierung der NP in den Clustern (Abb. 4.7 C)
ab.l971%5] Eine genaue mathematische Beschrei-
bung der Plasmonenkopplung wiirde tiiber den

Rahmen dieser Arbeit hinausgehen. Allerdings
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veroffentlichten P. Nordlander und seine Mitarbeiter die Methode der Plasmonen-
Hybridisierung fiir Nanosphéren-Dimere und gréflere und komplexere NPC, die die Be-
rechnung und Interpretation von Plasmonfrequenzen und optischen Absorptionsspektren
deutlich vereinfacht. 127131 Die Plasmonen-Hybridisierung erméglicht die Darstellung von
fundamentalen Plasmon-Modi der NPC iiber die lineare Kombination der Plasmonen ein-
zelner NP, analog zur Molekilorbitaltheorie bzw. LCAO-Theorie (Abb. 4.8). Es konnte
gezeigt werden, dass die Plasmonen der Nanosphéarendimere analog zu Molekiilorbitalen
als bindende und antibindende Kombinationen,
d.h. Hybridisierungen der individuellen NP-
Plasmonen, beschrieben werden konnen. 129!
Besonders der energiearmste, bindende Plas-
monmodus o (siche Abb. 4.8) zeigt unter re-
sonanter, longitudinaler Anregung eine starke

Feldverstdarkung zwischen den Partikeln (Hot-

spot in Abb. 4.8 B), vergleichbar mit der raum-
lichen Verteilung eines bindenden Molekiilorbi-
tals zwischen zwei Atomen. 34 Die durch kon-
struktive Feldinterferenz der jeweiligen Dipol-

felder entstehenden Hotspots verursachen ei-

ne sehr intensive Verstarkung der spektroskopi-

Abbildung 4.8: Qualitativ, schemati-
schen Signale von Molekiilen in den Zwischen- sche Beschreibung der A: Plasmonen-
Hybridisierung zweier identischer, wechsel-
wirkender Nanosphéren und B: des rela-
tiven |E|? Intensititsprofils heller Plasmo-
he Kapitel 4.3). Der sehr ineffiziente Raman- nen. Eigene Abbildung in Anlehnung an
Referenzen [103,129,132,133]

rdumen der NP, zum Beispiel bei der ober-

flachenverstiarkten Ramanstreuung (SERS, sie-

Streuprozess kann innerhalb der Hotspots um

den Faktor 10'* oder hoher verstiarkt und einzelne Molekiile nachgewiesen werden. 26139
Weitere Anwendungsgebiete der Nahfeldinterferenz in geordneten NPC sind der elektro-
magnetische Energietransport und die photonische Wellenfiihrung im Subwellenldngen-
bereich. 136140 Der im Extinktionsspektrum nachweisbare, antibindende 7* Modus ist
auch unter transversaler Anregung schwach.3? AuBerdem fithrt dieser Plasmonmodus
nicht zur Ausbildung eines Hotspots. Die Modi o und 7* weisen gesamtheitlich ein Di-
polmoment auf und wechselwirken mit Licht, daher werden sie auch als helle Plasmonen
beschrieben. Die Modi 7 und ¢*, in denen die einzelnen NP entgegengesetzt polarisiert

sind, sind bei Homodimeren mit geringem interpartikularem Abstand weder bei transver-
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saler, noch longitudinaler Anregung im Extinktionsspektrum zu beobachten. Diese Modi

werden auch als dunkle Plasmonen bezeichnet, da sie gesamtheitlich kein Dipolmoment

aufweisen (Netto-Dipolmoment = 0) und nicht mit einfallendem Licht wechselwirken. Bei

Heterodimeren, wie einem AgNP-AuNP Dimer, sind die 7 und ¢* Modi im Extinktions-

spektrum nachweisbar. 132

4.3 Oberflichenverstiarkte Ramanstreuung (SERS)

Sowohl die Raman-Spektroskopie, als auch
die IR-Spektroskopie sind Methoden der
Rotations-Schwingungsspektroskopie von
Molekiilen. Die IR-Spektroskopie basiert
auf der Absorption von Infrarotstrahlung
zur Rotations- und Schwingungsanregung
des Molekiils. Die Raman-Spektroskopie
basiert hingegen auf dem Raman-Effekt,
das heifit der unelastischen Streuung von
Photonen, die entweder einen Teil ihrer
Energie abgeben (Stokes Streuung, Abb.
4.9) und folglich als Streulicht geringerer
Frequenz detektierbar sind oder Energie
aufnehmen® und das Streulicht hohere Fre-
quenzen als das einfallende Licht aufweist
(Anti-Stokes-Streuung). 2456/ Tm Fall der
Stokes-Streuung verliert das Photon Ener-
gie durch Anregung eines Rotations- oder
Schwingungszustandes und bei der Anti-
Stokes-Streuung nimmt es Energie durch
die Relaxation solcher angeregten Zustan-
de auf, wie im Jablonski-Energiediagramm
in Abb. 4.9 A abgebildet ist. IR- und
Raman-Spektroskopie liefern komplemen-

tdre bzw. ergédnzende Informationen tiber
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Abbildung 4.9: A: Vereinfachtes
Jablonski-Energiediagramm fiir Infrarot-
Schwingungsanregung (IR), Rayleigh- und

Ramanstreuung sowie fiir Fluoreszenz. E<y =
elektronisch angeregter Zustand, S = Singulett-
Zustand, v = angeregter Schwingungszustand,
U Innere Umwandlung. B: Schemati-
sches Raman-Spektrum. Eigene Abbildung in
Anlehnung an Referenzen [141:142],

die Struktur und die Eigenschaften gleichar-

4Das Molekiil muss dabei im angeregten Zustand vorliegen

23



4 Kenntnisstand

tiger Molekiile, da Schwingungen symmetrisch zum Inversionszentrum oft Raman-aktiv
und asymmetrische Schwingungen oft IR-aktiv sind.?¥ Die Bedingung fiir die Aktivitét
einer Schwingung bei der IR-Spektroskopie ist die Anderung des Dipolmoments und bei
der Raman-Spektroskopie die Anderung der Polarisierbarkeit des Molekiils. Die inelasti-
sche Raman-Streuung kann klassisch iiber die Modulation des einfallende Felds mit der
Frequenz wy durch die Schwingung eines induzierten Dipolmoments mit der Eigenkreisfre-
quenz wy erkliart werden. '3 Generell kommen drei Dipol-Komponenten im Molekiil vor
(vgl. Abb. 4.9):1113]

1. pina(wo) = Rayleigh-Streuung mit £ = Ai(wy)
2. pfina(wo — ws) = Stokes-Streuung mit F = A(wy — ws)
3. pind(wo + ws) = Anti-Stokes-Streuung mit £ = h(wy + ws).

Hierbei ist £ die Energie des gestreuten Lichtes. Die Eigenkreisfrequenz wg bezieht sich
auf einen bestimmten Schwingungszustand aus der Gesamtzahl der Normalschwingun-
gen, welche 3N — 6 fiir nichtlineare und 3N — 5 fiir lineare Molekiile entsprechen. 3]
Von einer auflergewohnlich starken Ramanstreuung berichteten erstmals Fleischmann et
al. im Jahr 1974. Dieser Effekt zeigte sich bei Pyridin, das an einer angerauten Silber-

23] Das Phénomen war und ist deshalb so bemerkenswert, da die

elektrode adsorbiert war.
Ramanstreuung nicht adsorbierter Molekiile einen sehr ineffizienten Streuprozess darstellt
(vgl. elastische Rayleigh-Streuung in Abb. 4.9 B). Nur wenige auf ein Molekiil einfallen-
de Photonen, ungefihr eines aus zehn Millionen, werden unelastisch gestreut.?* Beim
Vergleich der Wirkungsquerschnitte von Raman-aktiven Molekiilen (typischerweise bei
~107%° ¢m?) und fluoreszierenden Molekiilen (typischerweise bei ~1071¢ ¢cm?) zeigt sich
ebenso die geringe Effizienz der Ramanstreuung, die um ungefdhr 14 Gréflenordnungen
kleiner ist, als die der Fluoreszenz. ?6! Die resonante Ramanstreuung, das heifit bei einem
Raman-Streuprozess, bei dem das einfallende Photon in Resonanz mit einem elektroni-
schen Ubergang ist und der als virtuell bezeichnete Ubergangszustand mit einem realen
Energieniveau zusammenfallt, ist zwar stéarker als die normale Ramanstreuung, allerdings
immer noch deutlich schwiécher als die Fluoreszenz. 86142 Drei Jahre nach der Entdeckung
von Fleischmann et al. erweiterten Jeanmaire und Van Duyne diese Erkenntnis und die
Anwendbarkeit analog auf andere stickstoffhaltige Heterocyklen und Amine mit quantita-
tiven Messungen und einer ersten Erklarung der oberflichenverstarkten Ramanstreuung,
kurz SERS.["3) Sie fithrten SERS auf einen elektromagnetischen Verstirkungsmechanis-

mus zuriick. Zeitnah berichteten Albrecht und Creighton auflerdem von einem chemischen
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Verstirkungsmechanismus. '*4 Die SERS-Pioniere berichteten anschlieBend, dass der elek-
tromagnetische Mechanismus den groBten Beitrag zur Ramanverstirkung leistet. [145:146]
Im Jahr 1996 berichteten Stockmann et al. zum ersten mal iiber sehr hohe Feldverstar-
kungen in NPC und etablierten gleichzeitig den Begriff Hotspots, die die SERS-Intensitéat
von darin lokalisierten Molekiilen noch weiter erhéhen kénnen. 6147l Ein Jahr spéter
wurde schliellich von zwei unabhangigen Gruppen von der single-molecule SERS an Na-
nosystemen und Verstirkungsfaktoren von 10'4-10'° berichtet, die iiber die Sensitivitit

25.26] Dje Nanomedizin und die Biosensensorik sind zwei

der Fluoreszenz hinausgehen.
der vielversprechendsten Anwendungsbereiche von SERS. Die aktuellere Forschung be-
schaftigt sich beispielsweise mit der Entwicklung von nanoskaligen SERS-Plattformen zur
Detektion von spezifischen Zellen, Metaboliten, Pathogenen, Proteinen oder zelluldren
Prozessen und fiir die nanomedizinischen Theranostik (Therapie und Diagnostik) von

Tumorzellen mithilfe des photothermalen Effekts und SERS. [18:19,65,84,89,97,148,149]

4.3.1 Verstarkungsmechanismen an Nanopartikeln

Der chemische und elektromagnetische
Verstarkungsmechanismus von SERS an AN IERa

_ Raman-Feld

NP konnen beide gleichzeitig wirken. Fiir
einen chemischen Verstarkungseffekt miis-
sen die Molekiille an bestimmten Ober-
flichenstellen adsorbiert sein, um elektro-
nisch mit der Oberfliche wechselzuwirken.
Das fiihrt in dhnlicher Weise wie bei der
resonanten Ramanstreuung zu einem Ver-
starkungseffekt. ') Der elektromagnetische
Verstérkungsmechanismus (Abb. 4.10) ent-
steht durch die Feldverstarkung der Ober-

Abbildung 4.10: Schematische  Dar-
stellung des elektromagnetischen SERS-
flachenplasmonen, wie in Kapitel 4.2.2 und Verstdrkungsmechanismus.  Eyp und  Egy
werden durch die LSPR bedingte elastische

Lichtstreuung am NP verstéirkt. Eigene Abbil-
NP-Oberfliche lokalisiertes Molekiil wirkt dung in Anlehnung an Referenzen19:38:113],

4.2.3 beschrieben, die auf ein nah an der

und das gestreute Feld des Molekiils ver-
starkt. Diese Raman-aktiven Molekiile werden im Zusammenhang mit SERS als Raman-
Reporter bezeichnet. In Molekiilen bzw. in Raman-Reportern kann in &hnlicher Weise wie

bei der Plasmonenresonanz in Metallsphdren, ein Dipolmoment induziert werden (siehe
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Gleichung 4.5). Dieses Dipolmoment p;,4 ist dabei abhédngig von der Polarisierbarkeit des
Molekiils oy, und der Starke des gesamten auf ein Molekiil am NP einfallenden EM-Felds
Ein ((.Uo): [38]

Mind = amoEin(WO) (415)
Eiy(wo) = Eo(wo) + Enp(wo) (4.16)

In Abb. 4.10 ist dargestellt, dass die LSPR-bedingte elastische Lichtstreuung des z.B.
von einem Laser einfallenden EM-Felds Ey(wy), das verstarkte, lokale Feld E,,,(wg) ver-
ursacht. Das gesamte verstirkte Feld Ei,(wp) bedingt wiederum eine verstirkte inelasti-
sche Raman-Streuung des Molekiils am NP. Die Frequenzen der Stokes und Anti-Stokes
Streuung (wop £ wy), die im Vergleich zur Frequenz des einfallendes Lichts wy nur relativ
geringfiigig verschoben sind, weisen ein dhnliches Potential der LSPR-Anregung der Na-

nostruktur auf, wie wy. ¥

Im optimalen Fall liegen die Frequenzen wy, (wo £ ws) und wispr
nahe beieinander. Praktisch bedeutet das, dass ein grofier Teil des inelastisch gestreu-
ten Raman-Streulichts Er, (wo+ws) iiber weitere LSPR-Anregung, also einem elastischen
Streuprozess, am néchstgelegenen NP (und an weiteren NP) weiter verstarkt werden kann

(Bstren(wo £ ws)). Das resultiert im ausfallenden Feld Egy(wy £ wy): 58!

Eout(wo £ ws) = Era(wo £ ws) + Estren(wo = ws) (4.17)

In diesem simplen Modell ist die Intensitdat von SERS abhangig vom einfallenden Feld

FEi(wo) und vom ausfallenden Feld B, (wp & ws): 113!

[SERS = [((.UO)I((,L)O :l: ws) = ]Ein(w0)|2]E0ut(wo :i: ws)|2 ~ |Ein(w0)\4 (418)

Fir Raman-Schwingungsbanden, die nahe an der einfallenden Strahlungsfrequenz liegen
(wo ~ (wo * wy)), gilt fiir die SERS-Intensitit die Ndherung Isgrs ~ |Ei(wo)|*.
Der Grad der elektromagnetischen Verstarkung EFgy (enhancement factor) zur SERS-
Intensitét kann fiir NP im quasi-statischen Regime ndherungsweise anhand der folgenden

Gleichung beschrieben werden: 1150

Eup(wo)|" _
EO (WO)

Em — Eu
€m + 2e4

' ( K )12 (4.19)

EFov ~
EM | R+r

26



4 Kenntnisstand

Der Grad der Verstarkung aus Gleichung 4.19 gibt die Zunahme der SERS-Intensitat
bedingt durch die Intensitit des lokalen Felds der NP E,,(wp) relativ zur Intensitat des
einfallenden Felds Ey(wp) an. Das bedeutet, dass die Zunahme der Starke des lokalen E-
Felds um den Faktor E,,/FEy = 10, eine Zunahme der SERS-Intensitdt um einen Faktor
(Eup/Eo)* = 10* = 10000 nach sich zieht. Eine Zunahme von E,,/E, = 100 fithrt ent-
sprechend zu einer Intensitétszunahme um den Faktor hundert Millionen (10%).1°% Dieser
Zusammenhang zeigt, dass ein starkes lokales Feld der NP zu einer hohen oberflichen-
verstiarkten Raman-Intensitat fiilhren kann, wenn die Raman-Reporter am NP bzw. in
den Hotspots lokalisiert sind. In Kapitel 4.2.2 Gleichung 4.8 wurde bereits gezeigt, dass
die Stirke der elektrischen Dipol-Nahfelder der NP mit ungefihr E ~ r~3 skalieren. Aus
Gleichung 4.18 folgt schlieBlich eine Isgrs ~ (r—2)* = r~'2 Abhéngigkeit der SERS-
Intensitidt vom Abstand des Raman-Reporters zur NP-Oberflidche, die auch in Gl. 4.19
dargestellt ist. Im besten Fall sind die Raman-Reporter an der NP-Oberflache physikalisch
oder chemisch adsorbiert (r = 0). Sind die Raman-Reporter adsorbiert, kann es, wie be-
reits erwahnt, zu einem chemischen Verstarkungsmechanismus kommen. Die Beitrage der
chemischen Verstirkung zur gesamten SERS-Intensitéit betragen ca. 10?2 — 10® und sind
generell schwicher, als die der elektromagnetischen Verstirkung.['>'%1 In der Literatur
werden vier miteinander verbundene Prozesse genannt, die zur chemischen Verstiarkung

beitragen: [19-152-155]

1. Erhohung der molekularen Polarisierbarkeit bei Adsorption an NP
2. Ladungstibertragungs-Resonanz des Molekil-Metall-Komplexes
3. Verstarkung durch Resonanzstreuung

4. Verstarkung durch Plasmonenresonanz.

Einen allgemeinen, theoretischen Ausdruck fiir den chemischen Verstarkungsfaktor E Fyem
von SERS wurde von Lombardi und Birke entwickelt, allerdings zeigt dieser deutliche
praktische Schwéachen bei der Bestimmung der zur Verstarkung beitragenden Faktoren,
wie molekulare Polarisierbarkeit und Ladungstransfer, da diese sich wechselseitig beein-
flussen und nicht unabhéngig sind. !> Eine verbreitete und deutlich praktischere Methode

den gesamten SERS-Verstarkungsfaktor EFsgrs = FFianm + E Fepem zu berechnen, ist: 1%

EFgsprs =

Isgrs/Nup <_ ISERS(mol)>

4.20
IRa/Nbulk ]Ra(mOl) ( )
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IsgRrs ist die Intensitiat des Raman-Spektrums von SERS und g, beschreibt die Intensitét
des Raman-Spektrums von gleichartigen, freien Molekiilen, also einer ,normalen“ Raman-
streuung ohne plasmonische Verstarkung. Ny, und Ny, sind die Anzahl an Molekiilen in-
nerhalb des Anregungsvolumens (Laserspot) auf der NP-Oberflache oder im Bulkzustand
des zu untersuchenden Molekiils. Der in Klammern stehende Term aus Gleichung 4.20 soll
vereinfacht darstellen, wie E Fsgrs hier zusammengesetzt ist. Es ist das Verhéltnis der mo-
laren SERS-Intensitit zur molaren, ,normalen“ Raman-Intensitét. Diese Berechnung hat
sich mittlerweile auf breiter Basis etabliert und scheint auf den ersten Blick relativ unkom-
pliziert zu sein, dennoch kommt es immer wieder zu Schwierigkeiten in der Vergleichbarkeit

[156] 71, falschlicherweise sehr hohen E Fygrs kommt es in manchen Veroffentli-

von FFsgrs.
chungen durch eine ungenaue Bestimmung von N, durch unterschiedlich genutzte Laserin-
tensitaten oder Integrationszeiten innerhalb einer Versuchsreihe ohne Normalisierung oder
durch selektive Signaldetektion aus Hotspots.') Unter Beriicksichtigung der maximalen
elektromagnetischen und chemischen Verstarkung, sowie des Resonanz-Ramaneffektes, ist
theoretisch eine maximale SERS-Verstarkung von 106 moglich. 19157159 Nach aktuellen
Kenntnissen ist 10'¢ die maximal mégliche Raman-Verstirkung eines Molekiils bei idealen
Bedingungen. Diese liegt damit signifikant hoher als die in der Praxis iiber die gesamte
Probe gemittelten, erreichbaren E Fgsggrs, da ideale Verstdrkungsbedingungen bei absolu-
ter Homogenitdt der NP-Systeme und eine ausschlielliche Lokalisation der RaR in den
Hotspots kaum moglich sind. Zusatzlich hangt die Verstarkung der Ramanstreuung von
der Richtung der einfallenden Strahlung ab. Demnach kann sich die Raman-Verstarkung
einzelner RaR selbst bei absolut homogenen Systemen in einer Probe deutlich unter-
scheiden. Litti et al. stellten durch eine Vielzahl von simulierten und experimentell er-
mittelten Verstarkungsfaktoren von dispergierten AuNPC fest, dass die durchschnittliche
Raman-Verstarkung von adsorbierter 4-Mercaptobenzoesiure in der Groflenordnung von
10° liegt. Dieser vergleichsweise geringe Durchschnittswert entsteht dadurch, dass der
grofite Teil der in die SERS-Messungen und FE Fsgrs-Berechnung miteinbezogenen und
oberflichengebundenen RaR nicht in den Hotspots der AuNPC lokalisiert ist und einer

Verstirkung von weniger als 102 unterliegt.

4.3.2 Vorteile von SERS in der biomedizinischen Bildgebung

Biomedizinische Bildgebungsverfahren die auf SERS basieren, weisen im Vergleich zu
anderen Verfahren wie die Fluoreszenzbildgebung einige Vorteile auf. Im Gegensatz zur

Fluoreszenz ist die Raman Streuung fast instantan und weist extrem kurze Lebenszeiten
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Plattformen mit jeweils unterschiedlichen Raman-Reportern gleichzeitig mit demselben
monochromatischen Laser angeregt werden und dabei ungefdhr den gleichen Spektralbe-
reich 200 - 3500 cm™! relativ zur Laserwellenlinge abdecken. Das macht Multiplexing
mithilfe von relativ einfacher Instrumentation moglich. ¥ SERS-Plattformen kénnen mit
jeweils unterschiedlichen NP-Strukturen, Raman-Reportern und folglich mit unterschied-
lichen optimalen Anregungswellenldngen und SERS-Spektren so prapariert werden, dass
sie ungefahr identische pharmakokinetische Eigenschaften aufweisen (siehe Kapitel 4.4).
Dariiber hinaus werden die Vorteile von SERS im herausragenden Review iiber SERS-
NP in der Medizin!"” von L. Lane et al. aus dem Jahre 2015 wie folgt zusammenge-
fasst: SERS ist sehr effektiv im Nahinfrarot-Bereich, in dem die Lichtschwéachung und
Autofluoreszenz des Gewebes sehr gering sind; Raman-Spektroskopie ist besonders im
Vergleich zur IR-Spektroskopie geeigneter fiir biomedizinische Bildgebung, da die Inter-
ferenzen mit Wasser geringer sind; intensive SERS-Signale werden routinemafig von sehr
geringen NP-Konzentrationen im Femtomolar-Bereich erhalten, was die Nachweisgrenzen
der gingigsten Bildgebungstechnologien (MRT, PET, CT) erheblich tibertrifft.

4.3.3 Design einer SERS-Sonde

Beim Design der SERS-Plattformen taucht als eine der grundlegenden Fragen, die Frage
nach der Wahl des Metalls der NP auf. Fir biomedizinische Anwendungen sind Gold-
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NP aufgrund ihrer Biokompatibilitdt und Inertheit geeigneter, als weniger inerte plasmo-
nische Metall-NP. In klinischen Krebsstudien wurden Menschen bereits hohe Dosen an
Gold-NP verabreicht, die fir die SERS-Bildgebung héher als notig gewesen wéren. [160-161]
Im Gegensatz zu Gold-NP ist die Oberfliche von Silber-NP anfilliger gegeniiber Oxi-
dation, die zur Freisetzung von toxischen Ag*-Ionen fiihrt.['2 Eine Studie von Koller
et al. aus dem Jahre 2012 zeigt, dass Silberacetat und Silber-NP im ahnlichen unteren
ppm-Konzentrationsbereich fiir einige menschliche Zelltypen in vitro toxisch wirken. 163
Dies sei aufgrund der breiten Anwendung als z.B. antibakterielles Mittel oder in Kon-
sumgiitern, besorgniserregend. Im sichtbaren Bereich des Spektrums sind Silber-NP zwar
plasmonisch aktiver als Gold-NP, im sog. Nahinfrarot-Fenster des biologischen Gewebes

191 Gold-NP werden daher generell fiir biomedizinische

hingegen entféllt dieser Vorteil.
Anwendungen bevorzugt. In Kapitel 4.2 und 4.3 wurde bereits gezeigt, dass scharfe Ecken
und Kanten an NP, bestimmte NP-Groflen und ein geringer interpartikularer Abstand
zwischen NP zur Ausbildung von Hotspots des lokalen E-Felds und hohen E Fgsggrs fiih-
ren kann, wenn die Raman-Reporter in diesen Hotspots lokalisiert sind. Das fithrt zu
einem ebenfalls wichtigen Punkt im Hinblick auf das Design einer SERS-Plattform: die
Wahl des Raman-Reporters. Im optimalen Fall weisen die genutzten Raman-Reporter
einen sehr groflen Raman-Wirkungsquerschnitt auf und die Laserwellenlénge zur Anre-
gung von SERS iiberlappt mit einem elektronischen Ubergang bzw. dem Absorptions-
spektrum des Raman-Reporters. In diesem Fall kommt es zur oberflichenverstéirkten,
resonanten Ramanstreuung (SERRS), die den EFsgrg zusétzlich um den Faktor 10-100
erhoht. 194 Da die Raman-Reporter aufgrund des chemischen Verstarkungsmechanismus
und der »~'2 Abhéngigkeit der SERS-Intensitit vom Abstand des Raman-Reporters zur
NP-Oberfliche, moglichst nah an der Oberflache lokalisiert sein sollten, ist es zielfiihrend,
wenn die Raman-Reporter eine molekulare Ankergruppe auf Schwefel- oder Stickstoff-
Basis enthalten und mit hoher Affinitdt an die Goldoberfliche binden. Die Bindungsaffi-
nitdt bzw. Bindungsstérke von primaren Aminogruppen zu AuNP (R-NH-Au) wird in der
Literatur als leicht kovalent!'%! und die der Thiol- bzw. Thiolatgruppen (R-S-Au) als ko-
valent 1% beschrieben. Aromatische Thiole binden nicht nur fest an die Gold-Oberfléche,
sondern weisen ebenfalls hohe Raman-Wirkungsquerschnitte und charakteristische, von
anderen Spektren differenzierbare Ramanspektren (in diesem Zusammenhang auch als
Raman-Fingerabdriicke bezeichnet) auf.['7 Als eine Faustregel gilt, dass hohe Raman-
Wirkungsquerschnitte von Molekiilen mit leicht polarisierbaren Doppel- oder Dreifachbin-

dungen erhalten werden konnen.'%! Ein Problem bei geeigneten, aromatischen Thiolen
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ist hdufig, dass sie sehr schlecht wasserloslich sind und die AuNP in ein organisches, un-
polares Losungsmittel transferiert werden miissen, um eine Oberflichenbedeckung mit
Raman Reportern sicherzustellen. Weitere wichtige Aspekte, die bei SERS-Sonden fiir
eine in vivo Anwendung gewahrleistet sein miissen, ist die Stabilitat der Plattformen
gegeniiber Repulsion der assemblierten NP in einem Cluster und Schutz vor oxidieren-
den Substanzen oder SERS-Signalkontamination durch einen ungewiinschten Liganden
bzw. Raman-Reporteraustausch. Des Weiteren miissen viele andere, spezifische Effekte
fiir eine in vivo Anwendung berticksichtigt werden: Toxizitat der Sonden, Scherkréfte im
Blutstrom, Bildung einer Proteinkorona, Verdnderungen des pH-Wertes und der Tem-
peratur und Immunsystemaktivitit.® Um diese Probleme zu adressieren und Schutz
sowie Stabilitdt zu erhalten, wurden einige Methoden entwickelt, die in Kapitel 4.4.3
naher erldutert sind. Zusétzlich muss auf der einen Seite die kolloidale Stabilitét gewéahr-
leistet sein, damit die Sonden nicht prézipitieren oder aggregieren und auf der anderen
Seite sollten moglichst viele Raman-Reporter (die haufig wenig bis negativ zur kolloi-
dalen Stabilitdt beitragen) auf der Oberfliche der NP lokalisiert sein, um ein intensives
SERS-Signal zu erhalten. Das bedeutet, dass haufig ein Kompromiss bzw. das optimale
Verhéltnis zwischen stabilisierenden Liganden und Raman Reportern gefunden werden
muss. Mit anderen Worten: die kolloidale Stabilitdat und die SERS-Intensitét beeinflussen
sich hiufig wechselseitig. 19167 Ein weiterer wichtiger Designfaktor ist die Funktionalitét
und Selektivitdt der SERS-Sonden fir spezifische Gewebe und Zellen. Dieser Faktor wird
aus chemisch, praparativer Sicht in Kapitel 4.4.3 und unter anderem in den néachsten

Kapiteln aus biomedizinischer Sicht adressiert.

4.3.4 In vivo Tumordetektion

Die SERS-Sonden sind vielversprechende Plattformen fiir eine in vivo Tumordetektion,
wenn die in den letzten Kapiteln angegebenen Bedingungen erfillt sind. Im optimalen
Fall liegt die LSPR der plasmonischen Nanostrukturen und das Absorptionsspektrum des
Raman-Reporters im biologischen NIR-Fenster, damit gesundes Gewebe nicht durch ho-
her frequentierte Strahlung geschidigt wird. Die Detektion von kleinen Tumoren wird im
Bereich von 1 — 10 mm Eindringtiefe des NIR-Lasers ins Gewebe ermoglicht. ' Einer
der wichtigsten Punkte fiir eine in vivo Anwendung ist die Oberflichenchemie der SERS-
Sonden, die das in vivo Verhalten der Sonden direkt bestimmt. Nie et al. entwickelten
biokompatible in vivo SERS-Sonden mit sphérischen AuNP (d = 60 nm), Farbstoffen wie

Isothiocyanat funktionalisiertem Malachitgriin als Raman-Reporter und PEO-SH als sta-
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bilisierendem und schiitzendem Polymerliganden.'®! Eine Antikorper-Funktionalisierung
der PEO-SH Liganden fithrte zu einer spezifischeren Aufnahme in die Zieltumorzellen der
Labormaéuse. Die Steigerung der spezifischen Aufnahme ist allerdings nur fiir kleine, so-
lide Tumore mit einem Durchmesser von weniger als 1 — 5 mm signifikant. Gambhir et
al. nutzen ebenfalls AuNP (d = 60 nm), die sie mit einer Monoschicht aus jeweils einem
von 10 unterschiedlichen Raman-Reportern und einer Silikaschicht beschichteten. %% Die
10 verschiedenen SERS-Sonden bzw. Raman-Fingerabdriicke konnten nach Injektion in
lebende Laborméuse spektroskopisch deutlich differenziert werden. Diese Studie von 2009
zeigte erstmals das Potential des Multiplexings von SERS-Sonden in lebenden Subjekten.
Eine wichtige Voraussetzung der SERS-Sonden, die immer noch einiger Studien bedarf,

ist die geringe Bluthalbwertszeit, die bei PEO-geschiitzten und besonderes Antikorper-

funktionalisierten SERS-Sonden verbessert werden muss, um geeignete Mengen im Ziel-
170-172]
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Abbildung 4.12: Intraoperative Tumordetektion vor (A,B) und nach (C,D) der
spektroskopisch gefiihrten Resektion mithilfe von SERS-NP-Sonden und des hand-
held Ramanscanners. Adapted with permission from!*®! Copyright © 2015 American
Chemical Society.
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Unspezifische Proteinadsorption, unspezifische Zellaufnahme, Akkumulationen in Leber,
Lunge und Milz stellen weitere Herausforderungen auf diesem relativ jungen, interdiszi-
plindren Forschungsfeld dar. Dennoch gibt es einige Fortschritte, vor allem im Bereich der
Tumorresektionen (chirurgische Entfernung des Tumors), die neben Chemo- und Strah-
lungstherapie eine der wichtigsten Therapien darstellen.'™! Hier hervorzuheben sind vor
allem technische Fortschritte und Verbesserungen wie die von Kircher et al. und Nie et
al. (Abb. 4.12) entwickelten hand-held-Ramanscanner zur Orientierungshilfe bei operati-
ven Tumorentfernungen. '#17) Die Kombination aus SERS-Sonden und einem hand-held-
Ramanscanner zur spektroskopisch gefithrten Tumorresektion bietet die Moglichkeit die
Grenzen des Tumors genau zu detektieren und nicht weniger oder mehr Gewebe als notig
zu entfernen. Dies hat bei der Resektion eines Gehirntumors hochste Prioritéit, da es zu
schweren Folgen fiir einen Patienten kommen kann, wenn kanzeréses Gewebe nicht voll-
standig entfernt oder gesundes Gewebe unnotig entfernt werden wiirde. Bei einer intrave-
nosen Injektion der SERS-Sonden fiir eine Gehirnoperation stellt die Blut-Hirn-Schranke
eine weitere Herausforderung dar. Smith et al. stellten eine Moglichkeit vor, Nanostruk-
turen mithilfe von Monozyten zum Zielgewebe im Gehirn zu transportieren.[7 Trotz
alledem ist es unwahrscheinlich, dass sich hohe Sonden-Konzentrationen mithilfe dieser
Methode im Hirntumor anreichern lassen, sodass die Erforschung und Synthese von hoch-

sensiblen, biokompatiblen SERS-Sonden notwendig ist.

4.3.5 Nanotheranostik

Die Kombination von auf SERS basierender biomedizinischer Bildgebung und der auf den
photothermalen Eigenschaften plasmonischer Nanostrukturen basierenden hyperthermi-
schen Krebsbehandlung, machen geeignete SERS-Sonden zu potentiellen ,,2-in-1“-System-
en der Theranostik.?”3% Die Vereinigung von Diagnose- und Therapiefunktion in einer
Nanoplattform oder einem Nanowirkstoff kann zu deutlichen Verbesserungen der Krebs-
behandlung durch minimalinvasive Tumoridentifikation, real-time Tracking und darauf
basierender Therapie und Fortschrittsiiberwachung fithren.?”) Der photothermische Ef-
fekt basiert auf dem thermalen Relaxationsprozess der Plasmonen. Angeregte Plasmonen
konnen sehr effizient innerhalb von Picosekunden tiber die Kopplung an Phononen zerfal-
len und die Photonen- bzw. Plasmomenernergie in Form von Warme an die Umgebung
abgeben. Das heifit, bei ausreichender Bestrahlung geeigneter plasmonischer Nanosysteme
mit einem NIR-Laser kann damit direkt und lokal bestimmten Zielzellen Schaden zugefiigt

und der Zelltod eingeleitet werden. Besonders Au-Nanostabchen sind im Hinblick auf die-
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sen Effekt und der relativ simplen Modifikation der LSPR in den NIR-Bereich von groflem
Interesse. Tsai et al. zeigten eine in vitro und in vivo hyperthemische Therapie von Krebs-
zellen im ersten® und zweiten® biologischen NIR-Fenster mithilfe von Au-Nanostibchen
in einer Au/Ag-Nanohiille.? Bhatia et al. demonstrierten eine multifunktionale Gold-
Nanostébchen Plattform fiir SERS und photothermale Therapie.'"™ Dabei tauschten sie
die nativen Liganden aus der Stabchensynthese gegen eine Kombination aus stabilisieren-
den PEO-SH Liganden und Raman-Reportern aus. Mithilfe eines 810 nm Lasers war es
moglich, die lokale Temperatur in der Umgebung der Au-Nanostdbchen bis auf 70 °C zu
erhohen. Nam et al. verglichen die photothermale Antwort unter gepulster Laseranregung
von Clustern aus Gold-Nanosphéren mit Au-Nanostdbchen und konnten zeigen, dass die
AuNPC weniger empfindlich gegeniiber Langzeitbestrahlung mit einem NIR-Laser sind
und eine hohere Langzeitstabilitit des photothermischen Effektes aufweisen. **) Das macht
kontrolliert assemblierte, einheitliche, kolloidal stabile, spezifisch funktionalisierte und ge-
gentiber dufleren Einfliissen geschiitzte AuNPC mit einem intensiven und konsistenten

SERS-Signal zu einer vielversprechenden Nanotheranostik-Plattform.

4.4 Synthese und Modifikation plasmonischer Systeme

4.4.1 Synthese Goldnanopartikel

Die géangigsten Synthesen von AuNP in wéssrigem Medium basieren auf der Synthese von
Turkevich et al., durch die kolloidal stabile AuNP erhalten werden konnen. 7181 Diese
Synthese beruht auf der Reduktion von Tetrachlorogoldsaure mithilfe von Natriumcitrat
als Reduktionsmittel und Stabilisator. Im ersten Schritt der Synthese wird meist Trinatri-
umcitrat in siedendem Wasser zu Acetondicarboxylat oxidiert und die Au(III)-Ionen der
Tetrachlorogoldséure zu Au(I)-Ionen reduziert (Abb. 4.13 (1)).

Citrat Acetondicarboxylat

O OH O 0O O O
-Owo_ + AuCly ——» _OJ\)J\/LLO_ + AuCl + H*+ 3CI" + CO, (1)
o7 o

3AuCl + cI’

2a0° + AuCly (2)

Abbildung 4.13: Akzeptierter Mechanismus der Turkevich-Synthese. 182/ (1) Initiale Redoxre-
aktion und (2) Disproportionierungsreaktion.

%650 - 950 nm
61000 - 1350 nm
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Das Acetondicarboxylat komplexiert die Au(I)-Tonen in polymolekulare Komplexe, die
zu hohen lokalen Goldkonzentrationen fithren. ™!l Die hohen lokalen Konzentrationen
ermoglichen schliefllich die Disproportionierungsreaktion von Au(I) zu Au(0) und Au(III)
(Abb. 4.13 (2)) und die Nukleation und das Wachstum von Au(0) zu AuNP. Eine bewéhrte
Methode, um monodisperse, citrat-stabilisierte AuNP mit einem Durchmesser von 10 bis
200 nm zu praparieren, ist die kinetisch kontrollierte seeded growth Synthese von Puntes
et al..'% Dabei sind vor allem 3 Faktoren entscheidend: die Temperaturregulierung um
sekundare Nukleation zu verhindern, die Einstellung des pH-Wertes und die Menge an
hinzugefiigten Goldatomen bei jedem Wachstumsschritt. Die Synthese ist zweckdienlich
fiir weitere Anwendungen, da keine weiteren Stabilisatoren als Citrat genutzt werden. Das
negativ geladene, stabilisierende Citrat auf der Oberfliche der AuNP weist eine relativ
geringe Bindungsaffinitdt im Vergleich zu Amino- oder Thiolat-Liganden auf und kann

effizient durch diese ersetzt werden.

4.4.2 Selbstassemblierung und Aggregation

Der Prozess der Selbstassemblierung ist eine autonome Organisation von Komponenten in
eine geordnete Struktur ohne direkten Eingriff eines Operators, wie den Menschen oder ei-
ne Maschine. 83 Im Zusammenhang mit der Nanotechnologie bedeutet das eine Selbstor-
ganisation von NP in geordnete Strukturen durch interpartikulare Krafte, Losungsmittel-
bzw. Ligandeneinfluss, externe Felder oder Template.!'®* 138 Die Kontrolle und Repro-
duzierbarkeit der Assemblierung bzw. Aggregation” von NP in genau definierte For-
men stellt immer noch eine Herausforderung aufgrund der Unspezifitit der Interaktionen
dar.#7191:192] Die Assemblierung von NP erfordert die Uberwindung einer Energiebarriere
repulsiver Kréifte, die zur kolloidalen Stabilitat der NP beitragt. Kolloidale Suspensionen,
die durch die Balance von Van der Waals Anziehung und elektrostatischer Repulsion durch
die Doppelschicht der Gegenionen auf der geladenen Metallnanopartikeloberfliche stabili-
siert werden, werden haufig tiber das Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek Modell (DLVO)
beschrieben. ¥ Das DLVO-Modell beschreibt die kolloidale Stabilitéit basierend auf der
freien Enthalpie (G) von zwei oppositiren Effekten: Gy anderwaats 1A Gerertrostatisch-
Uber die Summe der freien Enthalpien, kann die Energiebarriere ermittelt werden. Je
hoher diese Energiebarriere ist, desto kolloidal stabiler sind die NP. Das DLVO-Modell ist

"Die Definitionen von Aggregation und Agglomeration sind vielfdltig, inkohérent und kontrovers. [139)
Auf der Grundlage einer [UPAC-Empfehlung werden die Begriffe in dieser Arbeit als synonym ange-
sehen. %9 D h. auch im Rahmen der Arbeit: Cluster = Aggregat = Agglomerat.
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allerdings beschrankt auf das elektrostatisch stabilisierte System und bezieht Faktoren wie
sterische, hydrophobe und Solvatisierungs-Krafte nicht mit ein. %3194 Die Zugabe von Na-
triumchlorid oder anderen Salzen zu einer Suspension aus Citrat-stabilisierten AuNP fiihrt
zu einer Erhohung der Ionenstérke, die zu einer Abnahme der Dicke der elektrochemischen
Doppelschicht und so zur Abnahme der Coulomb-Repulsion fithrt. 4 Eine Abnahme der
Dicke der elektrochemischen Doppelschicht bedeutet, dass die Uberschussladung, die aus
der Natur der Partikel resultiert, bei steigender Ionenstéirke fortschreitend abgeschirmt

bzw. neutralisiert wird und das Zeta-Potential der NP sinkt. [195,196]

Das hat zur Folge,
dass sich NP aufgrund der diinneren Doppelschicht oder des geringeren Zeta-Potentials
naher kommen koénnen und kurz reichende Anziehungskréafte wirksam werden kénnen, d.h.
das es zur Aggregation kommt. Fiir in vivo Anwendungen von NP muss die Ionenstérke
der biologischen Medien beriicksichtigt werden und auf eine gegeniiber der Ionenstér-
ke resistentere Stabilisierung, als die elektrostatische Stabilisierung, umgestiegen werden.
Auflerdem fiihren schon geringe Elektrolyt-Konzentrationen, wie Chlorid-Ionen, zu einer
signifikanten Verdnderung der Oberflichenchemie der NP, die zu deutlichen Einschran-
kungen in Bezug auf die Adsorption von Raman-Reportern fiir eine SERS Anwendung
fithren.'8% Die Stabilisierung von kolloidalem Gold durch Makromolekiile und Tenside
gegeniiber hohen lonenstarken wurde bereits 1901 von Zsigmondy durch die sogenannte
,Goldzahl“, also der Konzentration einer stabilisierenden Substanz, die den Umschlag der
roten Suspension nach violett (Aggregation) bei Zugabe von 1 mL zehnprozentiger Koch-
salzlosung verhindert, beschrieben. 1941971 Diese Form der Stabilisierung wird als sterische
Stabilisierung oder Hinderung bezeichnet. Die Stabilitdt beruht darauf, dass eine Annéhe-
rung der NP nur durch Ligandenpenetration und/oder Ligandenkompression stattfinden
kann. Auf der Basis der Flory-Huggins-Theorie postulierte der Kolloidchemiker Napper,
dass die sterische Stabilisierung aus entropischen Effekten, enthalpischen Wechselwirkun-
gen oder einer Kombination aus beiden resultieren kann.['%8! Zur Priaparation geeigneter
SERS-Plattformen wurden, neben der Einstellung einer bestimmten Salzkonzentration zur
Assemblierung, verschiedene andere Methoden entwickelt. Eine im Hinblick auf die Kon-
trolle des interpartikuldren Abstands sehr geeignete Methode ist die Selbstassemblierung
iiber molekulare Linker. Generell werden dabei zwei Strategien unterschieden. Zum einen
ist die Assemblierung iiber bi- oder multifunktionale Molekiile moglich, wie z.B. Dithiole,
die im optimalen Fall fiir SERS einen hohen Raman-Wirkungsquerschnitt aufweisen und
durch die Verkniipfung von zwei NP direkt in einem Hotspot lokalisiert sind.[9%:20% Die

Kontrolle iiber diese Assemblierung stellt insbesondere bei kiirzeren Linkern eine Heraus-
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forderung dar und ist von vielen Faktoren, wie der Struktur des Linkers, dem Bindungs-
winkel zur Oberflache, dem Losungsmittel, der Loslichkeit und der Féahigkeit der Linker
mit sich selbst zu polymerisieren (z.B. iiber Disulfidbindungen), abhingig.[?°12%2 Zum
anderen ist die Assemblierung iiber Molekiile und Polymere mit selektiver Bindungsfihig-
keit moglich, wie Einzelstrang-DNA funktionalisierte AuNP.[?%3! Eine weitere, verbreitete
Strategie zum Aufbau von NP-Clustern ist die 16sungsmittelinduzierte Selbstassemblie-
rung. Diese Strategie basiert auf attraktiven interpartikuldren Kréften, die z.B. durch den
Kollaps hydrophober Polymerliganden bei Uberfithrung der NP in einen Uberschuss an

Wasser entstehen. 204

Eine geringe bis keine sterische Stabilisierung und eine schlechte
Loslichkeit der Polymerliganden fithrt dazu, dass NP aggregieren, um die ungiinstigen
Wechselwirkungen von Ligand und Losungsmittel moglichst effektiv abzuschirmen und
so die Oberflachenenergie des Systems zu minimieren. Eine mathematische Beschreibung
dieses Vorgangs, unter anderem tiber das hydrophobe Wechselwirkungspotential, ist in der
herausragenden Arbeit von Stolarczyk et al. zu finden. %! In einer Studie von Merkens et
al. aus dem Jahre 2019 konnte die l16sungsmittelinduzierte Selbstassemblierung und der da-
mit einhergehenden hydrophobe Kollaps von Thiol-terminierten Polystyrol-Liganden von
AuNP mithilfe eines Mikrofluidik-Aufbaus, real-time UV-VIS-NIR Spektroskopie und in
situ SAXS iiberwacht werden.'®” Es konnte gezeigt werden, dass die Aggregation der NP
beginnt, wenn die Ligandenhiille komplett kollabiert ist. Die Ergebnisse wiirden darauf
hinweisen, dass kleine kinetisch , gefangene® Cluster und gréflere Cluster je nach Flussra-
te des Mischens von AuNP in THF mit einem Uberschuss an Wasser erhalten werden
konnten. Zu einer kontrollierten Synthese von NPC miissen allerdings weitere Aggregati-
on, Préazipitation und Dissoziation der NPC verhindert werden. Dazu kénnen amphiphile
Blockcopolymere wie Polystyrol-block-Polyethylenoxid (PS-6-PEO) hinzugefiigt werden,
die die Selbstassemblierung regulieren, indem die gebildeten Aggregate in Mizellen stabi-

lisiert werden, [47,204,206-208]

4.4.3 Einkapselung und Funktionalisierung

Die vielfaltigen Probleme und Herausforderungen der Stabilitat und des Schutzes der NP,
besonders in biologischen Medien, fiithrte zur Entwicklung einiger Einkapselungsstrategi-
en?" wie Silika-Einkapselung?'2'2 Lipid- oder Peptid-Einkapselung 23214 oder der
Einkapselung mithilfe von Di- und Tri-Blockcopolymeren 42:65:192215] Ty Arbeitskreis Wel-
ler wurde eine mizellare Einkapselung fiir den Einsatz von toxischen Quantenpunkten und

Eisenoxid-NP als Kontrastmittel in der medizinischen Bildgebung entwickelt, die zu her-
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4 Kenntnisstand

ausragenden physikalischen und biologischen Eigenschaften der NP-Systeme fiihrt. [4=7]

Die Synthese basiert auf der Kombination von Polyisoprendiethylentriamin (PI-DETA)
und Polyisopren-block-Polyethylenoxid (PI-b6-PEO), die durch einen l6sungsmittelindu-
zierten Selbstassemblierungsprozess zu mizellaren Strukturen mit den NP als Kern der
Mizelle geformt werden. Die Methode ist schematisch in Abbildung 4.14 dargestellt. Diese
Strategie bietet exzellente Wasserloslichkeit, langfristige kolloidale Stabilitat und sehr ge-
ringe Toxizitat bzw. sehr hohe Biokompatibilitit. Uber die &ueren Hydroxygruppen der
PEO-Blocke der Mizelle konnen eine Vielzahl von funktionellen Gruppen, Antikérper und
auch komplexe Verbindungen (z.B. Biotin, Kohlenhydrate) gekoppelt werden und eine
Funktionalitit zur spezifischen Zellaufnahme bewirkt werden. 4244

Fiir einen noch effektiveren Schutz und

Stabilitit der NP in den Mizellen, eta-

blierten Weller und Mitarbeiter eine Saat- \/\0::/ i o - :L,\
Emulsionspolymerisation, die sich opti- \ /?
mal auf dieses Mizellensystem anwenden I i

lieB. [43:216:217] Dabhei werden die hydropho- 255

ben Monomere Styrol und p-Divinylbenzol “17 S:élr}/ne;-

nach der Verkapselung der NP zur Sus- i;_ \_},7 Ba)’n-j’:i»r
pension zugegeben und unter bestimmten 7 jugation "' NS
Bedingungen sammeln sich die Monome- ~CLT
re im hydrophoben Mizellkern an. Durch it v
einen wasserloslichen Radikalinitiator, der o~ = PI-DETA
thermisch gespalten wird und eine radika-

lische Polymerisation startet, werden die _~" - PI-b-PEO

mit Monomer gefiillten Mizellkerne in Po-

lymerpartikel umgesetzt und eine schiit- o - Nanokristall

zende Hiille um die NP aufgebaut. Eine Abbildung 4.14: Schematische Darstellung
langfristige kolloidale Stabilitat durch ste- der mizellaren Einkapselungsmethode von Wel-
ler und Mitarbeitern. Adapted with permission

from!4 Copyright © 2012 American Chemical
philen PEO-Blocke gewahrleistet, die aus  gocjety.

rische Stabilisierung wird durch die hydro-

den Polymerkapseln ins Dispersionsmedium herausragen. Weiterhin konnte gezeigt wer-
den, dass superparamagnetische Eisenoxid-NP mithilfe dieser Verkapselung und Saat-
Emulsionspolymerisation fiir einen in vivo Einsatz als Kontrastmittel fiir die Magnetre-

sonanztomographie geeignet wiren. ') Im Hinblick auf eine SERS-Anwendung koénnten
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4 Kenntnisstand

die plasmonischen NP durch die schiitzende Polymerhiille gegen Signalkontamination,
Dissoziation und &uflere Einfliisse geschiitzt sein. In einer weiteren Studie von Weller et
al. wurde schliefSlich berichtet, dass diese Strategie geeignet ist, eine Selbstassemblierung
iiber die Einstellung des NP zu PI-6-PEO-Verhéltnisses oder der Variation der Flussge-
schwindigkeiten eines Mikrofluidik-Systems, d.h. der Variation der Geschwindigkeit des
Mischens von superparamagnetischen Eisenoxid-NP in THF mit Wasser, zu induzieren

und das diese Strategie prinzipiell auch auf Goldnanopartikel {ibertragbar sei. *”
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5 | Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung einer reproduzierbaren Methode zur Synthese
von kontrolliert assemblierten, einheitlichen, kolloidal stabilen, geschiitzten und biokom-
patiblen plasmonischen Gold- und Silber-Nanopartikelclustern, die durch das Implemen-
tieren geeigneter Raman-Reporter in die Hotspots der NPC ein intensives und konsistentes
SERS-Signal fiir eine potentielle in vitro oder in vivo Bildgebung aufweisen und basierend
auf dem photothermischen Effekt po-

tentiell als Nanotheranostik-Plattform Funktionalisierung

genutzt werden koénnen. Eine sche- \ {7
matische Darstellung des Aufbaus
der angestrebten SERS-Nanosysteme
ist in Abbildung 5.1 dargestellt, de-
ren reproduzierbare Synthese und

Untersuchung das zentrale Leithild
dieser Arbeit darstellt. Der erste

Teil dieser Arbeit ist der Ubertra- \_,\’\\
gung des mizellaren Einkapselungs- \’\’\\ u
Raman Reporter
systems mit anschlieBender Saat- Photothermale-
Therapie

Emulsionspolymerisation von Weller
Metall-Nanostruktur

et al. aus Kapitel 4.4.3 auf die Edelme- Abbildung 5.1: Schematische Darstellung des Auf-
taunanopartikel aus Sl]_ber und Gold baus der angestrebten NPC-SERS-Sonden.

gewidmet. Dabei soll neben der Ubertragbarkeit auch das Potenzial dieser mizellaren
Einkapselungsstrategie zur kontrollierten Selbstassemblierung der plasmonischen NP zu
dreidimensionalen Clustern mit definierter Grofle und enger Gréfenverteilung untersucht
werden. Des Weiteren sollen Studien zu der postsynthetischen Aufreinigung, der kolloi-
dalen Stabilitdt, der Schutzwirkung der Polymerhiille bzw. der Stabilitdt der NPC in
Medien mit hoher ITonenstéirke und oxidierenden Spezies, der Zellaufnahme von gesunden
und kanzerdsen Zellen sowie der Zytotoxizitat durchgefiihrt werden, um Informationen

itber die Anwendbarkeit in biologischer Umgebung zu erhalten. Der zweite Teil der Ar-
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5 Zielsetzung

beit ist der Implementierung der Raman-Reporter in die Zwischenraume und Hotspots
der NPC gewidmet. Dazu soll eine geeignete, praparative Strategie zur Implementierung

entwickelt werden, die ein intensives SERS-Signal der NPC-Dispersionen sicherstellt.
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6 Ergebnisse und Diskussion

6.1 Nanopartikelsynthese

Die hochsten SERS-Verstiarkungsfaktoren plasmonischer NP und NPC werden meist im
Durchmesserbereich von 20 — 70 nm der einzelnen NP erhalten, wobei hier eine starke Ab-
héngigkeit von Form, Material, Raman-Reporter, Umgebung und Anregungswellenlénge
sowie in Clustern eine weitere Abhédngigkeit von interpartikuldrem Abstand, Orientierung
der NP und der Anzahl an Hotspots pro Anregungsvolumen besteht.?'®219 ITm Rahmen
der Zielsetzung dieser Arbeit wurden zunédchst AuNP mit einem Durchmesser von ca.
20 nm synthetisiert, um eine hohe Anzahl an Hotspots in dem fiir Bioapplikation interes-
santen Groflenbereich und eine hohe Anzahl an Raman-Reportern pro Cluster zu erhal-
ten. 229221l Die Ubertragbarkeit der mizellaren Einkapselung auf NP einer anderen GroBe
und eines anderen Metalls wurde unter anderem mit ca. 40 nm AgNP durchgefiihrt. Eine
Voraussetzung fiir einheitliche NP-Cluster und eine reproduzierbare Assemblierung der
NP sind die Uniformitéat der NP und eine relativ geringe Gréflenverteilung. Die Synthese

und Untersuchung der Au- und AgNP sind in den néchsten zwei Kapiteln erldutert.

6.1.1 AuNP Synthese

Die am héufigsten eingesetzten AuNP-Synthesen in wéssrigem Medium basieren immer
noch auf der Synthese von Turkevich et al. aus dem Jahre 1951, da sich die Gréfe der
AuNP von 5 — 150 nm relativ unkompliziert iiber das Citrat-Gold-Verhaltnis und den

[178,222] Die urspriingliche Synthese von Turkevich et al. fiihr-

pH-Wert kontrollieren lasst.
te allerdings haufig zu breiten Groflenverteilungen und uneinheitlichen Formen der Par-
tikel, sodass im Verlauf der letzten Jahrzehnte zahlreiche Studien zur Aufklarung des
Mechanismus und zur Optimierung der Methode verdffentlicht wurden. [48:100,179-181,222]
Die seeded-growth Synthesemethode, die auf der zeitlichen Trennung von Nukleation und
Wachstumsprozess basiert, hat sich als effiziente Methode zur Kontrolle der Gréfle und
Form herausgestellt. 1% Die kinetisch kontrollierte seeded-growth Synthese von Puntes et

al. ist eine attraktive Methode zur Herstellung von monodispersen, citrat-stabilisierten
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6 Ergebnisse und Diskussion

AuNP mit einem Durchmesser von 10 bis 200 nm, da keine weiteren stark adsorbierenden
Spezies wie CTAB oder Mercaptobernsteinsidure hinzugefiigt werden und eine vielseiti-

ge Oberflichenchemie nach der Synthese gewéhrleistet ist. 100

Fiir einen reproduzierbare
Durchfithrung und Untersuchung der Selbstassemblierung ist es von Vorteil, wenn mog-
lichst grole AuNP-Chargen hergestellt werden, um die Einflussfaktoren die von unter-
schiedlichen Chargen ausgehen konnen zu eliminieren und eine breite Vergleichbarkeit der
Proben zu gewéhrleisten. Des Weiteren sind grofle Chargen fiir eine potentiell kommer-
zielle Nutzung ebenfalls von Vorteil. Der erste Schritt dieser Arbeit bestand darin, die
von Puntes et al. veroffentlichte Synthese mit Volumina um die 150 mL und mit AuNP-

Konzentrationen des Produkts von ungefihr 3-10' NP/mL, um ungefihr das vierfache

Volumen hochzuskalieren (fiir weitere Details siehe Kapitel 8.3).

s
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Abbildung 6.1: Optische und strukturelle Daten der hochskalierten, kinetisch kon-
trollierten seeded growth Synthese nach Puntes et al.['%. A: Extinktionsspektren und
Abbildung der Saat (0) bis zur 6. Wachstumsgeneration. Eingeschobenes Diagramm
zeigt die Rotverschiebung der LSPR-Maxima im Verlauf der Wachstumsschritte. B:
DLS: Vergroflerung des hydrodynamischen Durchmessers dy der Generationen. C:
GroBenverteilung der 6. Generation mit Normalverteilungskurve (21+£3 nm). D: TEM-
Aufnahme der 6. Generation mit 200 nm Mafstabsleiste.
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6 Ergebnisse und Diskussion

Die optischen und strukturellen Daten der hochskalierten seeded-growth Synthese sind in
Abb. 6.1 dargestellt. In Abb. 6.1 A ist zu sehen, dass die plasmonische Bande der AuNP
von der 0. Generation (Saat) bei ca. 520 nm bis zur 6. Generation immer intensiver und
das Maximum um 3 nm rotverschoben wird. In Kombination mit den Ergebnissen der
dynamischen Lichtstreuung (Abb. 6.1 B) wird deutlich, dass die Groe der AuNP bei
jeder Generation ansteigt, bis die AuNP bei der 6. Generation einen Durchmesser von
21 £ 3 nm erreichen (Abb. 6.1 C, D). Die Standardabweichung der Gréfienverteilung der
hochskalierten Synthese liegt in dem von Puntes et al. veroffentlichten Rahmen des 150 ml
Ansatzes fiir die AuNP-Synthese bis 30 nm von ca. 12 — 16% (19 &+ 3 nm, 25 + 3 nm) fiir
AuNP dieser GroSenordnung. 1)

A B | _

= Charge 1 Charge 1 —_— 2042 Charge 1
c 10 — Charge 2 = Charge 2 X 40+ i Charge 2
.0 —— Charge 3 T 10 —— Charge 3 = 2142nm Charge 3
X os Charge 4 7} Charge 4 5 ok  Charge 4
[ ~—— Charge 5 < o8- ~—— Charge 5 ~ 304 19+2nm || Charge 5
= Q o
X 08 < =
w =08 = 23+ 3 nm
] (] :© 20+
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) O 0.24 ©
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D] Wellenlange [nm] Durchmesser [nm] Durchmesser [nm]
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Abbildung 6.2: Optische und strukturelle Daten der 5 in dieser Arbeit verwende-
ten AuNP-Chargen der hochskalierten, kinetisch kontrollierten seeded growth Synthese
nach Puntes et al.'%. A: Normierte Extinktionsspektren mit LSPR A\ag: 523, 523,
521, 523 und 522 nm B: DLS-Messungen des hydrodynamischen Durchmessers dy C:
Normalverteilungskurven der relativen Haufigkeit der Durchmesser mit 19 4+ 3, 20 £ 2,
21 +2, 21 + 3 und 23 + 3 nm. Es wurden jeweils mindestens 700 AuNP ausgemessen.
D: TEM-Aufnahmen der 5 AuNP Chargen mit 200 nm Mafstabsleiste.
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Im Verlauf der Arbeit wurden insgesamt tiber 10 AuNP-Chargen mit je 600 mL Volu-
men hergestellt, von denen 5 Chargen die geeignete Groflenverteilung und Uniformitat
aufwiesen. Mit diesen 5 Chargen wurden alle in dieser Arbeit gezeigten Experimente mit
ca. 20 nm AuNP durchgefiihrt. Optische und strukturelle Informationen tiber die 5 ver-
wendeten AuNP-Chargen sind in Abbildung 6.2 und Tabelle 6.1 zusammengefasst. Die
UV-VIS Extinktionsspektren (Abb. 6.2 A) der 5 Chargen zeigen eine annéhernd tiberein-
stimmende Extinktion bei 300 — 800 nm. Die Chargen weisen ein LSPR-Maximum A,
von 521 — 523 nm auf (siehe Tabelle 6.1). Die Verteilung der mittleren hydrodynamischen
Durchmesser aus den intensitiatsgewichteten DLS-Messungen (Abb. 6.2 B) zeigen mit
Ausnahme von Charge 4 mittlere hydrodynamische Durchmesser von 26 —32 nm. Die Nor-
malverteilungskurven der Groflenverteilungshistogramme aus der halb-automatisierten
Grofenbestimmung der NP anhand der TEM-Aufnahmen (Abb. 6.2 C) und die TEM-
Ubersichtsbilder der 5 AuNP-Chargen (Abb. 6.2 D) zeigen, dass alle Chargen einen durch-
schnittlichen NP-Durchmesser im Bereich von 19 — 23 nm aufweisen (sieche Tabelle 6.1).
Die Partikelkonzentration c,, der Chargen wurde iiber die Extinktion aus den nicht nor-
mierten UV-VIS-Spektren bei 400223 und 450 nm 24 bestimmt und liegen im Bereich von
2107 bis 6-10~% mol L™*. Die Umrechnung der Konzentration in NP mL ™" zeigt, dass die
hochskalierten Chargen im gleichen Konzentrationsbereich von 1-10'? bis 4-10'> NP mL ™"

liegen, wie die von Puntes et al. publizierten Konzentrationen fiir den 150 mIl. Ansatz von
AuNP dieser Grofe. 100

Tabelle 6.1: Optische und strukturelle Daten der 5 AuNP-Chargen aus den Auftragungen
von Abbildung 6.2. Die LSPR-Maxima wurden iiber UV-VIS-Spektroskopie, der intensititsge-
wichtete, mittlere hydrodynamische Durchmesser dy wurde iiber DLS und der Durchmesser d
wurde iiber die Normalverteilungskurven der Gréflenverteilung der NP in den TEM-Aufnahmen
bestimmt. Die Partikelkonzentration c,, wurde iiber die UV-VIS Extinktion bei 400 (223] ynd
450 nm?24 bestimmt und ist hier in mol L ™! und NP mL~! angegeben.

AuNP-Charge 1 2 3 4 5
LSPR Apge [nm] 523 523 521 523 522
dy, DLS [nm] 26 + 8 32413 30 + 11 48 + 17 3048
d, TEM [nm] 19+3 20 + 2 2142 2143 2343
Cnp MOl L7 4-107° 3-107° 6-10° 4-107° 2-107°
Cnp [NPmL™'] 2-10'2 2-10'? 4-10%2 2-10'2 1-10"2
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6 Ergebnisse und Diskussion

6.1.2 AgNP Synthese

Fir die Synthese von monodispersen AgNP bis zu 200 nm veréffentlichten Puntes et al.
ebenfalls eine kinetisch kontrollierte seeded-growth Synthese, die auf der Reduktion von
Silbernitrat durch Natriumcitrat und Tanninséure basiert.??”) Der Zusatz von Tannin-
séure, das als Reduktionsmittel und zur Stabilisierung der AgNP eingesetzt wird 225227
fiihrt dazu, dass der fiir den mizellaren Einkapselungsprozess notige Ligandenaustausch
mit amino-terminiertem PI-DETA und der damit einhergehende Phasentransfer (siehe
Kapitel 6.2.1) nicht funktioniert. Selbst sehr hohe Uberschiisse an PI-DETA konnten den
Phasentransfer der Citrat und Tanninsdure enthaltenden Dispersionen nicht einleiten. Im
Hinblick auf die Zielsetzung dieser Arbeit ist eine AgNP-Synthese unumgénglich, die ohne
die Zugabe von Reduktionsmitteln und Stabilisatoren funktioniert, die eine weiterfithren-
de Modifikation der NP-Oberfléichen mit PI-DETA verhindern oder erschweren.
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Abbildung 6.3: Optische und strukturelle Daten der AgNP-Synthese nach Guerrini
et al.??8], a) Normiertes UV-VIS-Extinktionsspektrum b) DLS-Messung des hydrody-
namischen Durchmessers dg ¢) Anhand von TEM-Aufnahmen ermittelte Groflenver-
teilung der AgNP mit Normalverteilungskurve (4249 nm). d) AgNP TEM-Aufnahme
mit 200 nm Mafistabsleiste.
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Guerrini et al. publizierten 2015 eine AgNP-Synthesemethode im 250 mL Ansatz, die
mithilfe von Citrat und Ascorbinséure (Vitamin C) als Reduktions- und Stabilisierungs-
mittel erfolgt.??®! Die bei der Synthese verwendete Ascorbinsiure, die ebenfalls an die NP-
Oberfldche adsorbieren kann, kann leicht durch andere Stabilisatoren oder Liganden aus-
getauscht werden.??”! Das Citrat stellt in Hinblick auf den Austausch keine Herausforde-

rung dar, da die Citrat-Molekiile eine schwache Wechselwirkung mit den Metalloberflichen

aufweisen. Die optischen und strukturellen
Daten der AgNP-Synthese nach Guerrini et
al. sind in Abbildung 6.3 und Tabelle 6.2 dar-
gestellt. Das LSPR Maximum \,,,, der AgNP
Charge liegt bei 408 nm. Der hydrodynami-
sche Durchmesser dy betragt 72 £ 29 nm
und der aus den TEM-Aufnahmen ermittelte
Durchmesser d betragt 42 &9 nm. Die Parti-
kelkonzentration ¢,,, der AgNP-Charge wurde
iiber die Extinktion aus dem nicht normier-

ten UV-VIS Spektrum bei LSPR. \qz 2% be-

Tabelle 6.2: Optische und strukturelle Da-
ten der AgNP-Chargen aus den Auftragun-
gen von Abbildung 6.3. Die LSPR-Maxima
wurden {iber UV-VIS-Spektroskopie, der in-
tensitatsgewichtete, mittlere hydrodynami-
sche Durchmesser dg wurde tiber DLS und
der Durchmesser d wurde iiber die Normal-
verteilungskurven der Groflenverteilung der
NP in den TEM-Aufnahmen bestimmt. Die
Partikelkonzentration c,, wurde {iiber die
UV-VIS Extinktion bei LSPR Apaz 239 be-
stimmt und ist hier in mol L~ und NP mL~*
angegeben.

stimmt und liegt bei 2-107° mol L™t bzw.
1-10" NPmL™'. Die im Vergleich zu den

AgNP-Charge

LSPR Apaz [nm)] 408
synthetisierten AuNP (Kapitel 6.1.1) hohere dyr, DLS [nm] 79 4+ 99
Polydispersitat und geringere Einheitlichkeit d, TEM [nm)] 4949
der Partikelform sind durch die vergleichswei- 1 ~10
Cnp (Mol L] 2-10
se hohere Reaktivitat der Ag-Atome zu erkla- ey [NP L] 1.101

ren und stellen ein in der Literatur bekann-

tes Problem dar, das hdufig nur durch Zugabe

von stark adsorbierenden Stabilisatoren bzw. Tensiden zur Synthese gelost werden kann,
die allerdings wiederum die Zugéanglichkeit der Oberflache fiir weitere Modifikation verrin-
gern. 229231 Die Synthese von monodispersen, sphérischen AgNP mit der Moglichkeit zur
vielseitigen Oberflichenmodifikation ist immer noch Bestandteil aktueller Forschung. Die
hier synthetisierten AgNP stellen ein Kompromiss zwischen Zugénglichkeit der Oberflache
und Form- und GréSenverteilung dar, der fiir die Untersuchung der Ubertragbarkeit des

Einkapselungssystems auf AgNP ausreichend ist.
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6.2 Einkapselung und Selbstassemblierung von

Edelmetallnanopartikeln

Ein groBer Teil der Ergebnisse dieses Kapitels in der vorliegenden Arbeit wurde in Zusam-
menarbeit mit L.M. Liz-Marzan et al. (CICbiomaGUNE, San Sebastian), L. Scarabelli
(UCLA, Los Angeles) und S. Bals et al. (EMAT, Universitit Antwerpen) im Fachmagazin
Advanced Functional Materials des WILEY-VCH Verlags im Jahr 2019 veroffentlicht. (6%
Die dort veréffentlichte, universelle Methode der kontrollierten Assemblierung iiber das
Verhéaltnis des Diblockcopolymers PI-b-PEO zur Ligandenanzahl bzw. zur NP-Oberflache
wurde von mir entwickelt und alle dort veréffentlichten nanopartikularen Systeme wur-
den von mir synthetisiert und untersucht. Die Zelltests wurden in Zusammenarbeit mit
L.M. Liz-Marzan et al. und L. Scarabelli durchgefiihrt und die high angle annular dark
field scanning TEM (HAADF-STEM) Aufnahmen, sowie 3D-Rekonstruktionen der NPC
wurden in Zusammenarbeit mit S. Bals et al. durchgefiihrt. Entsprechend ist der grofite
Teil der hier nachgedruckten Abbildungen der Veréffentlichung von mir erstellt worden,
mit Ausnahme der Abbildungen betreffend Zelltests und HAADF-STEM. Zum Aufbau
und der Struktur der Publikation haben L. Scarabelli und ich gleichermafien beigetragen.
Ein Teil der Ergebnisse des Phasentransfers in der vorliegenden Arbeit wurden bereits
in meiner Masterarbeit ,,Self-assembly and encapsulation of three-dimensional metallic
nanoparticle assemblies using block copolymers and seeded emulsion polymerisation*“%
(unveréffentlicht) vom Juli 2016 bis zum Dezember 2016 an der Fakultdt Chemie der Uni-
versitat Hamburg in der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Horst Weller unter der Supervision von
Dr. Jan-Philip Merkl erzielt und sind aufgrund der Relevanz fiir die Methodik unverzicht-

bar.

Eine schematische Ubersicht iiber die in dieser Arbeit entwickelte Einkapselungs- und As-
semblierungsmethode ist in Abbildung 6.4 dargestellt. Die einzelnen Schritte der Methode
werden in den folgenden Unterkapiteln genauer erldutert. Der erste Schritt (i) (Abb. 6.4)
ist ein Ligandenaustausch der nativen Liganden mit amino-terminiertem PI-DETA und
damit einhergehendem Phasentransfer der NP vom wassrigen in organisches Medium. Der
zweite Schritt (ii) besteht aus einer 16sungsmittelinduzierten Einkapselung der hydropho-
ben NP in wéssrigem Medium in ein supramolekulares, mizellares System, das durch die
Zugabe des Mizellenpolymers PI-6-PEO geformt wird. Die Assemblierung mehrerer NP

innerhalb einer Mizelle ist wahrend dieses Schrittes moglich. Der dritte und letzte Schritt
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6 Ergebnisse und Diskussion

(iii) ist die Durchfithrung einer Saat-Emulsionspolymerisation innerhalb des hydropho-
ben Kerns der Mizellen, um eine quervernetzte, schiitzende Polymerhiille zu erhalten.
Die Untersuchung der Stabilitat, Biokompatibilitdt und Zellaufnahme der auf diese Wei-
se synthetisierten Systeme sind ebenfalls Teil dieses Kapitels. Die Implementierung der
Raman-Reporter in die Zwischenraume der NP-Cluster und weiterfithrende SERS Unter-

suchungen sind in Kapitel 6.3 dargestellt.

NP@PI-DETA
NP@Citrat (1) Hexan
H,O Waschschritt
(2) THF "
( \ 1/ (i) "8" (iii)
_ Phasentransfer - 4%~ Polymereinkapselung o Saat-
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PI-b-PEO T @PI-b-PEO @PI-b-PEO
34P 12-P1 14-Pl(cisitrans) HZO/THF H20

Abbildung 6.4: Schematische Darstellung der Dreischritt-Einkapselungsmethode von
hydrophilen Edelmetallnanopartikeln mithilfe des Liganden PI-DETA, des Diblockco-
polymers PI-b-PEO und einer Saat-Emulsionspolymerisation. (i) Ligandenaustausch
mit PI-DETA und Phasentransfer, (ii) 16sungsmittelinduzierte Einkapselung der NP
mit PI-0-PEO, (iii) Saat-Emulsionspolymerisation. Adapted with license from 651 Co-
pyright © 2019 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim.

6.2.1 Ligandenaustausch und Phasentransfer

Die Einkapselungsmethode aus Abbildung 6.4 geht von hydrophilen NP aus. Die Ubertra-
gung auf nativ hydrophobe NP, das heifit in unpolaren Losungsmitteln synthetisierte NP,
die durch geeignete hydrophobe Polymerliganden stabilisiert sind oder anschlieend mit
PI-DETA modifiziert werden, ist moglich und erlaubt daher eine umfassende Universalitat
der Methode. Die Synthese von Au- und AgNP in organischem Medium ist Bestandteil
aktueller Forschung und bisher héufig sehr sensitiv, mit relativ hohem Aufwand verbun-
den, begrenzt in Groflen- und Formkontrolle oder hiufig erst durch stark adsorbierende
Stabilisatoren moglich, wohingegen die wéssrigen Synthesen von modifizierbaren, monodi-

spersen, sphérischen und ebenfalls anisotropen AuNP (eingeschrankt fir AgNP giiltig)
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weniger aufwendig sind und bereits ausfiihrlich

untersucht und optimiert wurden. 233236 Ayg
diesen Griinden ist der erste Schritt (i) (Abb.
6.4) Bestandteil dieser Einkapselung. Des Wei-

Hexan
teren lieferte Schritt (i) wichtige Informationen AuNP
iiber die Oberflachenbeschaffenheit der NPQPI-

DETA und ist entsprechend ein wichtiger Teil PI-DETA
der Entwicklung einer Assemblierungsmethode. Inverse

Mizellen
Der Ligandenaustausch wird in einem zweipha-
sigen System aus NPQCitrat in Wasser und \ggsstel'

itra

PI-DETA gelost in Hexan durch starkes Emul-

gieren der zwei Phasen mithilfe eines Magne- Abbildung 6.5: Schematische Darstellung

des Phasentransfers von AuNP durch PI-
trithrers (fir weitere Details siehe Kapitel 8.7) ppra. Adapted with license from!® Co-

durchgefiihrt. Dieser Aufbau ist schematisch in pyright © 2019 WILEY-VCH Verlag GmbH
Abbildung 6.5 dargestellt. In Abbildung 6.5 ist & Co. KGaA, Weinheim.

zu sehen, dass das Citrat an den Grenzflichen der Phasen mit PI-DETA ausgetauscht
wird. Die Konzentration von PI-DETA ist ein entscheidender Faktor, da eine zu geringe
Konzentration zu einer instabilen Dispersion der NP in Hexan und zum Prazipitieren der
NP fiihrt. Eine zu hohe PI-DETA Konzentration fithrt, wie in Abbildung 6.5 angedeutet,
zur Uberschreitung der kritischen Mizellenkonzentration von PI-DETA in Wasser und folg-
lich zu stabilen inversen PI-DETA-Mizellen, die Hexantropfen und/oder NP (auch bereits
transferierte NP durch eine PI-DETA Doppelschicht) in Wasser stabilisieren konnen. Die-
ser Vorgang fiithrt zu betrachtlichen Verlusten an NP wéhrend des Ligandenaustausches.
Die Erforschung der optimalen PI-DETA Konzentration wurde durch Kinetikmessun-
gen des Ligandenaustausches und Phasentransfers der AuNPQCitrat mit verschiedenen
PI-DETA Konzentrationen durchgefiihrt. Die mit dem Auge zu erkennende Farbung der
organischen Phase und gleichzeitige Entfarbung der wéssrigen Phase wurde tiber UV-VIS-
Extinktionsmessungen iiber einen Zeitraum vom Start des Emulgierens bis 120 Minuten
mit verschiedenen PI-DETA Konzentrationen iiberwacht. Die Spektren der organischen
Phase (Abbildung 6.6 A) und der wéssrigen Phase (Abbildung 6.6 B) eines erfolgreichen
Ligandenaustausches mit 3000 PI-DETA Polymeren pro NP (3000 eqv.) zeigen, dass die
Extinktion der AuNP-Dispersion in der organischen Phase nach 15 min das Maximum
und in der wassrigen Phase das Minimum erreicht. Liangeres Emulgieren fiithrt vermutlich

zur Entstehung und Prézipitation von in inversen Mizellen verkapselten NP in H,O.
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Abbildung 6.6: UV-VIS Extinktionsspektren der Hexan-Phase A und der dazuge-
horigen wéssrigen Phase B zu bestimmten Zeitpunkten wihrend des Phasentransfers
von AuNP mit ca. 3000 PI-DETA eqv.. Adapted with license from!%5) Copyright © 2019
WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim.

Da die Konzentration der AuNP proportional zur Extinktion bei 400 nm!??3l ist (Inter-

bandiibergiange im Gold sind Hauptbeitrag zur Extinktion bei 400 nm), kann diese gegen

die Zeit aufgetragen werden und als MaB fiir die Effektivitat des Ligandenaustausches und

Phasentransfers dienen. In Abbildung 6.7 ist die zeitliche Entwicklung der Extinktion bei

400

nm mit ausgewihlten PI-DETA Aquivalenten aufgetragen. Eine Ubersicht iiber die

Kinetikmessungen des Phasentransfers aller genutzten PI-DETA Aquivalenten lisst sich

im Appendix entnehmen (Abbildung A.1).
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Abbildung 6.7: Auftragung der Extinktion bei 400 nm der Hexan A und der wéssri-
gen Phase B gegen die Zeit des Phasentransfers mit verschiedenen Aquivalenten an
PI-DETA. Photometrische Genauigkeit (Ext.): + 0.01. Adapted with license from %!
Copyright © 2019 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim.
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6 Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 6.7 und A.1 zeigen, dass ein Minimum von 3000 eqv. PI-DETA (1300 gmol ™)
fiir einen effizienten Phasentransfer der AuNP nétig sind, da die Extinktion bei 400 nm
nach 15 Minuten die Sattigung erreicht, die auch mit hoheren Mengen PI-DETA maximal
erreicht wird. Eine Menge von unter 3000 eqv. fithrt zu kolloidal instabileren AuNP@PI-
DETA in Hexan (vgl. Entwicklung von A (400 nm) bei 2000 und 2500 eqv. ab 15 Minuten
in Abb. 6.7 A) und dazu, dass mindestens 12 % weniger AuNP in die organische Phase
transferiert werden. Hohere Aquivalente an PI-DETA fithren zu keinen Verbesserungen
des Phasentransfers. Im Gegenteil, héhere Aquivalente an amphiphilen PI-DETA fiih-
ren ab einer bestimmten Stoffmenge dazu, dass die Hexan/Wasser- bzw. Wasser /Hexan-
Emulsionen stabiler werden und den Phasentransfer einschranken. Basierend auf diesen
Ergebnissen miissen mindestens 3000 PI-DETA Liganden pro Nanopartikel fiir einen ef-
fektiven Phasentransfer verfligbar sein. Das entspricht bei der Grofle dieser AuNP einer
Oberflachenbelegung von =~ 3 Ligan-

den pro nm? (3 nm~?). Die Verwendung Tabelle 6.3: Oberflichenbelegung (nm~2) von

von 2500 gmol~! PL-DETA fiihrte dazu, AuNP in Abhéngigkeit der molaren Masse (M)
) ) unterschiedlicher Liganden und im Vergleich zur
dass nur noch ca. 2000 eqv. fiir einen g.mittelten PLDETA Belegung.

vollstandigen Phasentransfer notig waren.

Die hier ermittelten Oberflachenbelegun- Ligand M (gmol™) nm~*
gen der AuNP mit PI-DETA decken sich MPA 106 6.31237)
mit der berichteten Molekiillingen- und MUA 218 5.71237]
Molmassen-Abhéngigkeit und den berich- MHA 288 5.31237)
teten Belegungswerten ahnlicher Liganden PEO-SH 282 4.91237]
aus der Literatur (vgl. Tabelle 6.3). Die PEO-SH 459 4.3037)
Erkenntnis, dass ab 3000 eqv. ein voll- PEO-SH 1000 4.11238
stindiger Phasentransfer und Liganden- PI-DETA 1300 ~ 3

austausch zu kolloidal stabilen AuNP@PI- PEO-SH 2000 2.51238]
DETA stattfindet, kann durch den re- PI-DETA 2500 ~ 2

lativen Aggregationsparameter AP (Glei- PEO-SH 10000 1.2238]

chung 6.1) iberpriift werden. Das Integral

der Intensitat der Extinktion A(\) zwischen 600 — 800 nm und 500 — 600 nm wird dabei
ins Verhéltnis gesetzt. Der Bereich von 600 — 800 nm représentiert hierbei den Bereich der
Plasmonenkopplung und 500 —600 nm deckt den Bereich der LSPR von nicht-aggregierten
~ 20 nm AuNP ab (Abbildung A.2). Das bedeutet, dass der AP ein Ma#8 fiir den Grad der
Aggregation der AuNP darstellt und ebenso als Maf fiir die kolloidale Stabilitéit einzelner
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NP genutzt werden kann.
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Abbildung 6.8: A: Auftragung der relativen Aggregationsparameter AP der Proben
aus Abbildung 6.7 in Hexan im Verlauf des Phasentransfers mit Vergleich des AP der
AuNP Charge in Wasser. B: AP des Phasentransfers mit 3000 eqv. in Hexan und
Wasser. Adapted with license from!5% Copyright © 2019 WILEY-VCH Verlag GmbH
& Co. KGaA, Weinheim.

Die Auftragung der AP der AuNP-Dispersionen in Hexan mit den oben genannten PI-
DETA (1300gmol~!) Aquivalenten gegen die Zeit ist in Abbildung 6.8 dargestellt. In
Abbildung 6.8 A ist zu sehen, dass der Verlauf des AP von 250 eqv. bis 2500 eqv. im-
mer konstanter wird und sich dem Vergleichswert der AuNP@Citrat Charge immer weiter
annahert, bis sich schliefllich bei 3000 eqv. ein ungefihr konstanter AP der AuNP@QPI-
DETA in Hexan einstellt, der unter dem Grad der Aggregation der stabilen Vergleich-
scharge bleibt (Abb. 6.8 B). In der wéssrigen Phase (Abb. 6.8 B) scheint eine teilweise
reversible Plasmonenkopplung durch Destabilisierung der AuNP@Citrat stattzufinden,
da der AP im zeitlichen Verlauf stark ansteigt und genauso schnell wieder auf ein etwas
niedrigeres Niveau sinkt. Diese Beobachtung ist allerdings aufgrund der relativ schnell
sinkenden Konzentration in der wassrigen Phase und aufgrund der erwartbaren Schwan-
kungen des AP wahrend des Wechsels von elektrostatischer auf sterischer Stabilisierung
an der Phasengrenze von verschiedenen Dielektrika wenig aussagekréftig. Die Ergebnis-
se des zeitlichen AP-Verlaufs wihrend des Phasentransfers unterstiitzen die These, dass
~ 20 nm AuNP mit ~ 3 PI-DETA (1300 g mol™!) pro nm? eine kolloidal stabile Dispersion
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6 Ergebnisse und Diskussion

bilden. Die mit 3 Lig-nm~2 in Hexan transferierten AuNPQPI-DETA koénnen eingetrock-
net werden und vollstandig in THF redispergiert werden. Der Langzeitstabilitatstest in
THEF aus Abbildung 6.9 zeigt, dass die Extinktion und der hydrodynamische Durchmesser
der AuNP@QPI-DETA Dispersion nach 6 Monaten immer noch annédhernd gleich sind und

>
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0.6- 25 AuNP@PI-DETA
’ F\lach Phasentran%
0.54 — 20 L>== Nach 6 Monaten
c X )
o oy
£ 0.4 ‘T 15
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Abbildung 6.9: A: UV-VIS Extinktionsspektren und B: DLS-Messungen von
AuNP@PI-DETA in THF mit ungefihr 3 Lig-nm~2 direkt nach dem Phasentransfer
und nach 6 Monaten Lagerung im Kiihlschrank (4 °C). Adapted with license from!5%)
Copyright © 2019 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim.

eine nachhaltige kolloidale Stabilitit aufweisen. Der Phasentransfer wurde aulerdem mit
weiteren potentiell geeigneten Liganden bei unterschiedlichen pH-Werten der wassrigen
AuNP-Dispersionen durchgefiihrt. Dabei wurde beispielsweise PI-DETA 1tiber eine Reakti-
on mit Kohlenstoffdisulfid CS, 2 in ein Polyisopren-dithiocarbamat (PI-DTC) umgewan-
delt und als Ligand fiir den Phasentransfer getestet. Die Bildung eines Dithiocarbamats
kann spektroskopisch verfolgt werden und ist im Anhang in Abbildung A.3 dargestellt.
Des Weiteren wurden Oleylamin, Octadecylamin, 1-Octanthiol und 1-Octadecanthiol bei
pH 5.5 und 11 getestet. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen des Phasentransfers sind
in Tabelle 6.4 zusammengefasst. Der Phasentransfer mit Aminoliganden funktioniert nur
zu einem geringen Teil im Basischen bei pH = 11, wenn die Amino-Gruppen deprotoniert
sind. Das lasst vermuten, dass die Ladung der Ankergruppe ein entscheidender Faktor ist,
der die Amphiphilie steigert und das Eindringen der Liganden in die wéssrige Phase und
das Durchdringen durch die geladene elektrische Doppelschicht zur Oberfliche der NP
erleichtert (Abbildung A.4). Ein effizienter Phasentransfer mit PI-DTC ist ebenfalls nur
bei pH = 5.5 zu beobachten (deutlich langsamer als mit PI-DETA), obwohl die Dithiosau-

re bei pH = 11 wahrscheinlich deprotoniert und geladen vorliegt. Griinde dafiir kénnten
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die Stabilitit des DTC sein (bis pH = 12 stabil®*") oder da kein Transfer im basischen
Milieu funktioniert, kénnte vollsténdig deprotoniertes Citrat zu einer schwer durchdringli-
chen elektrischen Doppelschicht fithren. Der Phasentransfer mit den verwendeten kiirzeren
Liganden (< Cig) funktioniert aufgrund der zu geringen sterischen Stabilisierung dieser
Liganden der &~ 20 nm AuNP nicht oder nur unzureichend. Diese Ergebnisse stimmen mit
der von Karg et al. bei Phasentransfers gefundenen Abhéngigkeit der sterischen Stabili-

sierung von der Ligandenlange und der AuNP-Grofe iiberein. 240

Tabelle 6.4: Zusammenfassung der durchgefithrten Phasentransfers mit unterschiedlichen Li-
ganden bei pH 5.5 und 11. Die Zeit bis zur ¢(Sattigung) bedeutet, ab wann die NP-Konzentration
in der Hexanphase die Séttigung erreichte. Die Daten beziehen sich auf einen Phasentransfer
mit der Zugabe von 3 Lig-nm~2 bei PI-DETA und PI-DTC und 3 bis zu 8 Lig - nm™2 bei den
restlichen Molekiilen.

pH-Wert Transfer Zeit bis zur ¢(Sattigung) [min]
PI-DETA 5.5 hoch ~ 15
11 gering -
PI-DTC 5.5 hoch ~ 40
11 gering -
Octadecylamin 5.5, 11 gering -
Oleylamin 5.5, 11 gering -
1-Octadecanthiol 5.5, 11 - -
1-Octanthiol 5.5, 11 - -

Unter Berticksichtigung der oben stehenden Ergebnisse der Phasentransferuntersuchung
kann eine allgemeine Formel aufgestellt werden, die es erlaubt den Phasentransfer mit
PI-DETA beliebig zu skalieren. Die Voraussetzungen dafir sind, dass der pH-Wert der
AuNP@Citrat Dispersion im neutralen bis leicht sauren Bereich (pH ~ 5.5) liegt, die
Oberfliche Axp (nm?) der AuNP und die Oberflichenbelegung des PI-DETA ps (nm™?)
bekannt sind (Gleichung 6.2).

¢(NP) - V(H50) - (Axp * pa) _ NP (Axp - pa)
V (Hexan) V (Hexan)

3.2:10%mol L7 - 0.60 L - (1.3-103nm? - 3.0nm™?)
0.40L

¢(PI-DETA) = (6.2)

1.9-10 °mol L™t =

(6.3)
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Mithilfe dieser Formel wurde ein Phasentransfer einer 600 mL wassrigen AuNP@QCitrat
Dispersion in 400 mL Hexan erfolgreich durchgefithrt. Die Berechnung der PI-DETA
(1300 g mol~!) Konzentration, die in der Hexanphase fiir den Phasentransfer von 600 mL
der AuNP-Charge 2 aus Kapitel 6.1.1 notig ist, ist beispielhaft in Gleichung 6.3 dargestellt.
Die Phasentransfermethode wurde erfolgreich auf 42 +£9 nm AgNP tbertragen, indem die
gleiche Oberflichenbelegung (pa &~ 3 nm~2) der PI-DETA Molekiile auf der Silberoberflé-
che angenommen wurde. Sowohl AuNP, als auch AgNP zeigen eine zu erwartende geringe
Rotverschiebung der Extinktion im UV-VIS Spektrum nach dem Phasentransfer durch die
Erhohung des Brechungsindex (bedingt durch PI-DETA und Hexan) und keine Anzeichen
von Aggregation (Abbildung 6.10).
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Abbildung 6.10: A: Normierte UV-VIS Extinktionsspektren und B: DLS-Messungen
(intensitétsgewichtet) von NPQCitrat (durchgehende Linien) und NPQPI-DETA (ge-
strichelte Linien) der AuNP (rot) und AgNP (gelb). Der graue Bereich in B repréasen-
tiert die Differenz des hydrodynamischen Durchmessers nach dem Phasentransfer. C-F
TEM-Aufnahmen und Grofenhistogramme der AuNP(C+E) und AgNP (D+F) vor
(C+D) und nach (E+F) dem Ligandenaustausch. Es wurden jeweils mindestens 100
NP ausgemessen und die Maflstabsleisten betragen 200 nm. Im Inset ist das zweipha-
sige System aus Hexan iiber Wasser zu sehen. Adapted with license from!95 Copyright
© 2019 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim.
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Die Messungen der dynamischen Lichtstreuung wurden zur Unterstiitzung der optischen
Daten herangezogen. Der bei Au- und AgNP zu beobachtende Anstieg des hydrodynami-
schen Radius von jeweils 8 nm (24 — 32 nm fir AuNP; 60 — 68 nm fiir AgNP), bestétigt
den Austausch von Citrat mit PI-DETA (Abbildung 6.10 B). TEM-Aufnahmen der NP
vor und nach dem Phasentransfer zeigen eine unveranderte durchschnittliche Groflenver-
teilung von 19 + 3 zu 19 £ 2 nm bei den AuNP und 42 + 9 zu 41 + 8 nm bei AgNP
(Abbildung 6.10 C-F). Die Priasenz von PI-DETA auf der Oberfliche der NP kann im
Elektronenmikroskop nicht erkannt werden, da das Molekulargewicht des Polymers und
die Dichte der Ligandenhiille zu gering sind, um einen Kontrast um Metallpartikel dieser
Grofle zu generieren.

In diesem Kapitel wurde eine skalierbare Methode vorgestellt, die es erlaubt hydrophile,
plasmonische NP@Citrat durch einen Ligandenaustausch mit PI-DETA in einem zwei-
phasigen System vollstandig innerhalb von 15 Minuten in ein organisches, unpolares Di-
spersionsmedium zu tberfithren und dabei langfristige kolloidale Stabilitat der NP zu
gewédhrleisten. Die Untersuchungen dieses entwickelten Systems fiihrten zu einem tiefe-
ren Verstindnis des Mechanismus, der Ligandenhiille der NP@QPI-DETA und den nétigen
Voraussetzungen fiir einen reproduzierbaren Phasentransfer. Die wichtigsten Erkenntnis-
se sind, dass bei ~ 20 nm AuNP und ~ 42 nm AgNP mit 1300 gmol~! PI-DETA ~ 3
Liganden pro nm? und bei 2500 g mol~! PI-DETA ~ 2 Liganden pro nm? fiir einen ef-
fektiven Phasentransfer bzw. Ligandenaustausch, der in kolloidal stabilen NP resultiert,
notig sind. Des Weiteren ist der Phasentransfer pH-abhangig und sollte fiir ein optimales

Resultat im leicht sauren wassrigen Medium durchgefiihrt werden.

6.2.2 Selbstassemblierung und Einkapselung

Der néchste und zweite Schritt (ii) der Assemblierungs- und Einkapselungsmethode (sie-
he Abbildung 6.4) besteht aus einer losungsmittelinduzierten Einkapselung der hydro-
phoben NP in wéssrigem Medium in ein supramolekulares, mizellares System, das durch
die Zugabe des Mizellenbildners PI-0-PEO geformt wird. Direkt im Anschluss wird ei-
ne Saat-Emulsionspolymerisation (Schritt (iii)) durchgefithrt und eine schiitzende Poly-
styrolhiille aufgebaut. Die Polymerhiillen aus Schritt (iii) sind zwar in diesem Kapitel
dargestellt, werden allerdings genauer in Kapitel 6.2.3 behandelt. Nach dem Liganden-
austausch und Phasentransfer (i) werden die AuNP@QPI-DETA zentrifugiert, gewaschen,
eingetrocknet und in THF redispergiert. Das Losungsmittel THF wird deshalb genutzt, da

es bei RT vollstdndig mit Wasser mischbar ist. Es sei an dieser Stelle erwahnt, dass unbe-
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dingt stabilisiertes THF genutzt werden muss, da sich bildende Peroxide eine potentielle
Gefahrenquelle darstellen, die AgNP oxidieren, die Saat-Emulsionspolymerisation und ei-
ne reproduzierbare Einkapselung verhindern (Abbildung A.5). Die Einkapselungsmethode
basiert darauf, dass AuNP@QPI-DETA zusammen mit dem Diblockcopolymer PI-5-PEO in
THF zuriick in einen Uberschuss an Wasser transferiert werden. Eine effiziente und repro-
duzierbare Mischung der beiden Komponenten wird tiber ein Mikrofluidik-System (Abb.
6.11) mit geeigneten Mischkammern (fiir weitere Details siehe Kapitel 8.9) erreicht, das

eine exzellente Kontrolle tiber Scherkréfte bietet, die wahrend des Mischvorgangs entste-
hen, [47:241]

X mL-mint H,0

x mL:min": NP@PI-DETA
in THF

Abbildung 6.11: Schematischer Aufbau des Mikrofluidik-Mischsystems mit
zwei Computer-gesteuerten, automatisierten Wasserspritzen und einer Computer-
gesteuerten, automatisierten Spritze fiir die NP-Dispersion. Die Fliissigkeiten werden
in einen Mikrofluidik-Reaktorchip mit 45 pm Durchmesser Mischkammern geleitet und
dort mit einer bestimmten Flussrate vermischt. Hierbei findet die Mischung mit einem
Uberschuss an Wasser statt. Adapted with license from!5% Copyright © 2019 WILEY-
VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim.

Die Mischmethode aus Abbildung 6.11 verhindert die Ausbildung von hohen Konzentra-
tionsgefallen innerhalb des neuen Dispersionsmediums und fithrt zu einer verbesserten

Reproduzierbarkeit der NP-Mizellen-Bildung im Vergleich zum manuellen Mischen.
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Clusterbildung

Abbildung 6.12: Schematische Darstellung des erwarteten hydrophoben Kollaps der
PI-DETA Ligandenhiille in der THF-Wasser-Mischkammer des Mikrofluidik-Systems
aus Abbildung 6.11. Die Stabilisierung der NP mit kollabierter PI-DETA Liganden-
hiille im wassrigen Medium findet durch das Diblockcopolymer PI-6-PEO in A einem
relativ hohen Uberschuss an PI-b-PEO pro NP und B einem relativ geringeren Uber-
schuss an PI-0-PEO pro NP statt. Die hydrophoben Wechselwirkungen der PI-Ketten
von PI-DETA und PI-5-PEO begiinstigen die Bildung einer supramolekularen Mizel-
lensystems um die NP. Der hohe PI-6-PEO Uberschuss in A fithrt dazu, dass potentiell
jeder einzelne NP in einer Mizelle stabilisiert werden kann. Die begrenzte Verfiigbar-
keit an PI-6-PEO in B wiihrend der Uberfiihrung fithrt zur Destabilisierung einzelner
Partikel, die durch Oberflichenenergieminimierung zur Clusterbildung der NP und zur
Stabilisierung mehrerer NP in einer Mizelle fiihrt.

29
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Die hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den Polyisopren Ketten des PI-DETA Li-
ganden und des Diblockcopolymers PI-0-PEO begiinstigen die Formation eines stabilisie-
renden, supramolekularen, mizellaren Systems um die NP wihrend des Ubergangs in das
wassrige Dispersionsmedium (Abbildung 6.4 (ii) und 6.12). Diese Methode kann nicht nur,
wie schon in Kapitel 4.4.3 fiir die Einkapselung einzelner Eisenoxidnanopartikel und Quan-
tenpunkte gezeigt, fiir die Einkapselung einzelner plasmonischer NP angewendet werden,
sondern ebenfalls fiir Einkapselung von plasmonischen NP-Clustern in unterschiedlicher
GroBe durch die Verdnderung des NP@QPI-DETA zu PI-6-PEO Verhéltnisses (Abbildung
6.12). Fiir eine universelle Methode, die eine direkte Ubertragung einer reproduzierbaren
Einkapselung auf NP unterschiedlicher Grofie und Kontrolle tiber die Clustergréfe erlaubt,
wie von &~ 20 nm AulNP auf ~ 40 nm AgNP, ist es jedoch nicht zielfithrend die Menge an
PI-0-PEO ins Verhéltnis zur Menge an NP in der Dispersion zu setzten, um die Zugabe an
PI-0-PEO zu berechnen. Ein fiir verschiedene NP-Durchmesser universeller Parameter zur
Berechnung der Stoffmengenzugabe des PI-b-PEO, ist das Verhéltnis von PI-b-PEO zur
NP-Oberfliche und gleichbedeutend das Verhéltnis PI-6-PEO zu PI-DETA. Das bedeutet
konkret, dass die Berechnungsmethode mit PI-6-PEO:NP fiir NP gleicher Grofie innerhalb
einer Versuchsreihe durchaus Informationen und die Kontrolle iiber die mizellaren Syste-
me bieten 47242243 aber die Anwendung dieses Verhiltnisses auf NP anderer GroBen zu
vollig anderen Clustergrofien fithren kann. Ein Verhéltnis von 1500 PI-6-PEO Polymeren
pro NP bewirkt eine andere Stabilisierung bei ~ 20 nm AuNP (Aa.wp &~ 1257 nm~2) im
Vergleich zu ~ 40 nm AgNP (Aagnp ~ 5026 nm~2). Im Fall der AuNP ist die theoretische
Oberflichenbelegung! pa (PI--PEO) ~ 1.2 nm~2 und im Fall der AgNP liegt diese bei
pa(PI-0-PEO) ~ 0.30 nm~2. Das Verhéltnis von pa(PI-b-PEO) zu pa (PI-DETA)? ist bei
1500 PI-6-PEO pro AuNP 1 zu 2.5 und fir die AgNP 1 zu 10. In Abbildung 6.13 ist zu
sehen, dass ein Verhiltnis von 1 zu 2.5 bzw. pa (PI-b-PEO) &~ 1.2 nm ™2 zu fast ausschlief3-
lich einzeln verkapselten Au- sowie AgNP fiithrt (Abb. 6.13 E,F - blau) und ein Verhaltnis
von 1 zu 10 bzw. ps(PI-0-PEO) ~ 0.30 nm~? bereits dazu fithrt, dass vermehrt Au- und
AgNP-Dimere und -Trimere in einer Mizelle stabilisiert werden (Abb. 6.13 E,F - griin,
vlg. auch Abb. A.6). Uber die Variation von ps(PI-0-PEO) bzw. PI-b-PEO:PI-DETA
konnten so einzeln verkapselte und geclusterte Gold- und Silber-NP mit verschiedenen

Clustergrofen reproduzierbar erhalten werden (Abbildung 6.13).

lgemeint ist die theoretische Menge an PI-6-PEO pro nm~2 der NP, auch wenn die Diblockcopolymere
nicht unbedingt Kontakt zur NP-Oberfliche haben
23 nm~2, siche Kapitel 6.2.1
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Abbildung 6.13: A ,B: Normierte UV-VIS Spektren; C,D: DLS-Analyse (intensi-
tatsgewichtet); E,F: reprasentative TEM-Aufnahmen mit jeweils hoherer (oben) und
geringerer Vergroflerung (unten) von einzeln und geclustert eingekapselten Gold-NP
(A,C,E) mit sichtbarer Polystyrolhiille und einzeln und geclustert eingekapselten
Silber-NP (B,D,F) mit sichtbarer Polystyrolhiille. Die Systeme wurden mit einem
Verhéltnis von pa (PI-0-PEO):pa (PI-DETA) von 1:2.5 (blaue Linien), 1:10 (griine Li-
nien), 1:20 (gelbe Linien), 1:30 (rote Linien) und 1:60 (violette Linien) prépariert.
Diese Verhiltnisse entsprechen in derselben Reihenfolge pa (PI-b-PEO) ~ 1.2 nm™2,
0.30 nm~2, 0.15 nm~2, 0.10 nm ™2 und 0.050 nm~2. Das Farbschema ist fiir alle Ana-
lysen gleich. Die schwarzen Pfeile unterstreichen die Rotverschiebung des LSPR (A,B)
und den Anstieg der Clustergrofien (C,D). Adapted with license from!%l Copyright
© 2019 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim.

61



6 Ergebnisse und Diskussion

Die Erwartung, die in Abbildung 6.12 zusammengefasst ist, dass geringe Mengen an PI-
b-PEO zur Bildung von grofleren Clustern fithren wiirde, hat sich erfiillt und zeigt sich in
Abb. 6.13 sowohl in der Rotverschiebung der LSPR durch die Plasmonenkopplung, bei der
Zunahme von dy und in den TEM-Aufnahmen. Die optischen und strukturellen Daten aus
Abbildung 6.13 sind in Tabelle 6.5 dargestellt. Ein energiedrmerer Plasmonmodus wird
durch Kopplungen der Plasmonen in den Mizellen bei hoheren Wellenldngen erkennbar.
Je grofler die NPC werden, desto ausgepragter ist dieser energiedrmere Plasmonenmodus.
Das ist insbesondere bei den AgNPC mit ungefahr doppelt so grolen AgNP-Einheiten
im Vergleich zu den AuNP zu beobachten (Abb. 6.13 A, B). Die in der vorliegenden Ar-
beit fiir diese Systeme optimierte Saat-Emulsionspolymerisation, die ohne weiteren Zusatz
von Emulgatoren funktioniert (fiir weitere Details siche Kapitel 8.11), fithrt zu im TEM
sichtbaren Polymerhiillen um die NP und NPC, deren Dicke tiiber die Menge an zur Emul-

sionspolymerisation zugegebenem Styrol- und Divinylbenzol-Monomer einstellbar ist.

Tabelle 6.5: Optische und strukturelle Daten aus Abbildung 6.13 der PI-6-PEO eingekapselten
Gold- und Silbernanopartikel. Die LSPR-Maxima wurden iiber UV-VIS Spektroskopie bestimmt.
Die intensitétsgewichteten mittleren hydrodynamischen Durchmesser dy wurden iiber DLS-
Messungen ermittelt. Die NP pro Mizelle (Kapitel A.2 Abb. A.6) und der Durchmesser der
NPC-Systeme (Kapitel A.2 Abb. A.7) wurden tiber die TEM Aufnahmen ermittelt. Ab einem
PI-0-PEO:PI-DETA Verhéltnis von 1:30 ist keine einfache Bestimmung der NP pro Mizelle
wegen starker Uberlagerung der NP moglich.

pa(PI-0-PEO) [nm™2] 1.2 0.30 0.15 0.10 0.050

PI-0-PEO:PI-DETA  1:2.5 1:10 1:20 1:30 1:60
Goldnanopartikel

LSPR Apge [nm] 528 531 534 539 552

dy, DLS [nm] 112 + 45 124 4+ 58 168 4+ 68 186 + 73 286 + 121

d, TEM [nm] 34+3 42+ 9 70 +£ 10 70+ 15 120 £ 20

NP pro Mizelle 1.2 2.1 3.6 - -
Silbernanopartikel

LSPR Apge [nm] 426 439 441 470 487

dy, DLS [nm] 171+ 73 203 £ 86 198 £ 42 259 + 54 303 £+ 66

d, TEM [nm] 85+ 8 88 + 8 100 + 10 130 £ 20 170 £ 40

NP pro Mizelle 1.2 1.4 2.4 - -
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6 Ergebnisse und Diskussion

Die Auftragung der LSPR )., Wellenldnge und den Durchmessern dg und dr gy, aus Ab-
bildung 6.13 und Tabelle 6.5 gegen pa (PI-b-PEO) in Abbildung 6.14 zeigt, dass es ab einer
Oberflichenbelegung pa (PI-0-PEO) < 0.3 nm~2 zu einer signifikanten NP-Clusterbildung
sowohl bei AuNP (= 20 nm) als auch AgNP (= 40 nm) kommt. Die Berechnung der fiir
eine signifikante Aggregation von NP nétigen PI-0-PEO Stoffmenge tber p (PI-0-PEO)
bietet damit potentiell mehr Informationen tiber die Assemblierung und eine universellere
und praktischere Herangehensweise an die Initiierung einer Assemblierung, als die iiber
das Verhéltnis von PI-0-PEO zu NP, da diese in Bezug auf die Reproduzierbarkeit auf
eine NP-Grofle beschrankt ist.

| @AUNP AgNP |
600 . ' , , . :
. SN —e
—. 5004 l -
= LSPR Arex
k=
= 400- :
= T
2 .
s 3004 | -
C -
= 1 |
£ 2001 l}\,' » |
: , .
- N II\P gH 1 ]
100- Y\H\; . »
1 : dTEM; ]
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Abbildung 6.14: Auftragung der LSPR A4, Wellenldnge und den Durchmessern dg
und drgar aus Abbildung 6.13 und Tabelle 6.5 gegen die PI-6-PEO Oberflichenbele-
gung pa (PI-6-PEO).

Die Auswertung dieser komplexen Strukturen mit konventioneller TEM, bei der 2D-
Aufnahmen fiir 3D-Strukturen erhalten werden, ergibt wenig zuverléssige Informationen
itber die 3D-Struktur der NPC. Daher wurden die NPC mithilfe von HAADF-STEM und
TEM Elektronentomografie untersucht. Die HAADF-STEM Aufnahmen und elektronen-
tomografischen 3D-Rekonstruktionen sind in Abbildung 6.15 dargestellt. Einem Abflachen
oder einer Verformung der NPC durch den Kontakt mit der Tragerschicht wéahrend der
Probenpréparation wurde entgegengewirkt, indem das TEM-Grid unter Kryobedingungen
gefriergetrocknet wurde (fiir weitere Details siche Kapitel 8.2.3). Diese Analyse bestétigte,
dass die NPC eine quasi-sphéarische Form aufweisen. Des Weiteren erlaubt diese Analyse

eine Approximation an den durchschnittlichen interpartikularen Abstand.
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Abbildung 6.15: HAADF-STEM Aufnahmen (jeweils links) und Elektronentomogra-
fie Rekonstruktionen (jeweils rechts) von eingekapselten Gold- (A-C) und Silber-NPC
(D-F). Die 3D-Rekonstruktion erlaubt die Bestimmung der Anzahl an NP pro Cluster:
A: 14, B: 24, C: 113 | 1, D: 6, E: 31, F: 152. Die Mafistabsleisten betragen 50 nm.
Adapted with license from%® Copyright © 2019 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co.
KGaA, Weinheim.

Die Definition des interpartikuldren Abstandes entspricht hier dem Abstand zwischen
zwei Kanten eines Paares von NP. Der kleinste Abstand wurde tiber Schnitte der 3D-
Rekonstruktion bestimmt und betrdgt im Durchschnitt 3 + 1 nm fiir sowohl Ag- als auch
AuNPC. Dieser Abstand wurde mithilfe von SAXS Messungen und einer am Fachbe-
reich Chemie der Universitat Hamburg entwickelten Methode zur Analyse der SAXS-
Messungen von nanoskaligem Material an grofien AuNPC (p (PI-b-PEO) = 0.050 nm~2)
iiberpriift. ?442%] Die groBen AuNPC wurden verwendet, da die Untersuchung von groéfe-
ren Clustern eine deutlich hohere Anzahl an Elementarzellen miteinbezieht und so validere
Informationen tiber die Struktur erhalten werden kénnen. Die Bestimmung des durch-

schnittlichen interpartikularen Abstands der AuNP von der Mitte eines NP zur Mitte des
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nachsten Nachbar-NP im BCC Gitter in den NPC ergeben im Rahmen des unten ste-
henden Fits der SAXS-Kurven einen Abstand von 25 4+ 3 nm und einen Kern-Radius von
9.5+1 nm (Abbildung 6.16). Das bedeutet, dass der mittlere Abstand der NP-Oberfliache
zur NP-Oberflache des néchsten Nachbarn im Durchschnitt 25 nm — (2 - 9.5 nm) = 6 nm
betrigt. Uber die Addition der Varianzen ergibt sich dabei eine Standardabweichung
von ca. 12 %, d.h. der mittlere Abstand der AuNP-Oberflachen entspricht anhand dieser
SAXS-Methode 6 + 1 nm.

= AuNP@Citrat AuNP@Citrat  AuNP@PI-DETA  AuNPC
4+ AuNP@PI-DETA
T | < AuNPC@PI-DETA/PI-b-PEO in PS Hillle __
© — Fits Gitter - - BCC (Im3m)
f)l a (nm) - - 28.7
8') Rc (nm) 9.5 9.5 9.5
= OR 0.09 0.09 0.07
5 Rm(hm)  12.2 12.4 -
@, a 0.92 1.4 0.63
BT oi 0.41 0.41 -
g D (nm) - - 56.9
Qo DNP (nm) - - 250
£ Op - - 0.1
¢ - - 0.29
0.5 1.0 1.5 v - - Gaut

q [nm™]

Abbildung 6.16: Auftragung und Vergleich der SAXS-Kurven von AuNP@QCitrat,
AuNP@PI-DETA und AuNPC (pa (PI-6-PEO) = 0.050 nm~2) mit dazugehérigen Fits
nach Referenzen 244245 Tn der Tabelle sind der Gittertyp, die Gitterkonstante a, der
Partikel(kern)radius R, Standardabweichung des Partikelradius (Polydispersitét) o,
totaler Partikelradius Ry,, Dichteprofil-Exponent «, Hiille/Kern-Streuldngenverhéltnis
pi, Doménengrofie D, Abstand NP-NP (Mitte) Dyp, Standardabweichung des NP-
NP Abstands op, berechneter Volumenanteil ¢ und der Peak-Formparameter v der
Auswertung dargestellt.

Die Bestimmung der NP-NP Abstédnde ergibt bei der Elektronentomografie bei Ag- und
AuNPC unterschiedlicher Clustergrofie im Mittel 3 £ 1 nm und bei SAXS bei groferen
AuNPC (pa(PI-b-PEO) = 0.050 nm™2) 6 + 1 nm. Auf der einen Seite handelt es sich
bei SAXS um ein Kollektiv-Verfahren, d.h. das der Abstandswert im Vergleich zur Elek-
tronentomografie iiber eine erheblich groflere Anzahl an NPC gemittelt wurde, allerdings
basiert die SAXS-Analyse auf einem Fit mit der Annahme, dass es sich bei den AuNP
um perfekte Sphéren handelt, die sich in einem idealen kubisch-raumzentrierten Gitter
(BCC-Gitter) anordnen. Das diese Annahmen nicht vollkommen zutreffen ist in Abbil-

dung 6.15 zu sehen. Auf der anderen Seite ist die hier verwendete Elektronentomografie
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ein bildgebendes Verfahren mit hoher Auflésung mit der die NP-Absténde relativ genau,
allerdings eher stichprobenartig, ermittelt werden kénnen. Obgleich diese Einschrankun-
gen vorliegen, erklart ein durchschnittlicher Abstand zwischen 3 und 6 nm die relativ
geringe Rotverschiebung der LSPR der praparierten AuNPC aus Abbildung 6.13 A. Der
Vergleich der Plasmonenkopplung der synthetisierten AuNPC zu der aus Abbildung 4.7 A
in Kapitel 4.2.3 weist darauf hin, dass ein interpartikulérer Abstand zwischen 3 und 6 nm
bei 20 nm AuNP zu einer dhnlichen Plasmonenkopplung und zu einer vergleichbaren Rot-
verschiebung der LSPR fiihrt. Die Abstandsmessungen deuten dennoch daraufhin, dass
es zur Ausbildung von NP-Abstinden in den NPC kommt, die in einem Groflenbereich
liegen, die die Interferenz der elektronischen Nahfelder und somit die Hotspotausbildgung
ermoglichen. Zur Ausbildung von ausgepréigten Hotspots mit hoher elektrischer Feldstér-
ke fiir eine potentielle SERS-Anwendung muss der mittlere NP-Abstand jedoch weiter
verringert werden. Dies kann tiber die Variation der PI-DETA Lénge und dem (teilwei-
sen) Ligandenaustausch mit verhéltnisméfBig kurzen Raman-Reportern (siehe Kapitel 6.3)
realisiert werden, da dies die Dicke der Ligandenhiille der einzelnen NP verringert. Die
hier vorgestellte Einkapselungsmethode zeigt deutliche Vorteile und Fortschritte gegen-
iiber anderen Einkapselungs- und Assemblierungsmethoden von plasmonischen NP, bei
denen die Plasmonenkopplung durch noch gréflere NP-Abstinde beschrankt ist, keine
GroBenkontrolle iiber den fiir biologische Anwendungen interessanten Grofienbereich vor-
liegt, eine Funktionalisierung der Systeme schwer oder nicht moéglich ist und/oder kein
ausreichender Schutz der NPC vorhanden ist (Kapitel 6.2.3). [191:192,200,204,208246] Fipy wei-
terer Vorteil ist, dass die hier vorgestellte Methode auf verschiedene NP-Gréflen, -Formen
und -Zusammensetzungen angewendet werden kann. Ein potentieller Nachteil ist aller-
dings, dass die Breite der Groflenverteilung nicht préazise eingestellt oder vorhergesagt
werden kann, da die Selbstassemblierung zwar zur Ausbildung von thermodynamischen
Minimumstrukturen fiihrt, aber kinetische Effekte wéhrend der Selbstassemblierung in
einem dynamischen System (Fliissigkeitsstrom mit Turbulenzen) auftreten.?*”l Die Stan-
dardzentrifugation der Proben erlaubt die Entfernung von grofien Aggregaten oder leeren
Mizellen und organische Verunreinigungen wie unreagiertem Monomer nach der Emulsi-
onspolymerisation, aber die GroBlenverteilung der Probe kann dadurch nicht signifikant
eingeengt werden. Eine Moglichkeit die Groflenverteilung postsynthetisch einzuengen, be-
stimmte Clustergrofien zu separieren und die Proben gleichzeitig aufzureinigen ist die

Durchfithrung einer kontinuierlichen Dichtegradientenzentrifugation (Abbildung. 6.17).
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Abbildung 6.17: Aufreinigung und Gréflenseparation von eingekapselten Gold-
(A) und Silber-NPC (B) durch eine kontinuierliche Dichtezentrifugation. Die TEM-
Aufnahmen und DLS-Messungen entsprechen den markierten Fraktionen (F) und dg
der nicht aufgereinigten Proben sind in grau hinterlegt. A und B wurden beide mit
pa(PI-b-PEO) = 0.15 nm~2 bzw. einem PI-5-PEO:PI-DETA Verhéltnis von 1:20 pri-
pariert. Adapted with license from!%) Copyright © 2019 WILEY-VCH Verlag GmbH
& Co. KGaA, Weinheim.

In Abbildung 6.17 ist zu sehen, dass die kontinuierliche Dichtegradientenzentrifugation
genutzt werden kann, um die Groflenverteilung auf eine gewtinschte Breite einzustellen.
Es konnen ebenfalls einzeln-verkapselte NP, die im Rahmen der Zielsetzung dieser Arbeit
nicht gebraucht werden oder andere gewiinschte Clustergrofien separiert bzw. abgetrennt
werden. Ein Nachteil dieser Methode besteht allerdings darin, dass sie nur auf kleine Volu-
mina (bis zu 500 pL) angewendet werden kann. Das bedeutet, dass die NPC nach der Syn-
these aufkonzentriert werden miissen. Ein weiterer Nachteil ist der relativ zeitaufwendige
Extraktions- und Dialyse-Schritt, der notig ist, um das Glycerin des Gradientenmediums
zu entfernen. Eine simple Aufreinigung der Fraktionen tiber Standardzentrifugation oder

iiber Zentrifugationsfilter fithrte zur Préazipitation und grofien Verlusten der NPC und
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macht den schonenden Dialyseschritt notwendig.

6.2.3 Stabilitat der Nanopartikelcluster

Die Polystyrolhiille der NPC dient als schiitzende Schicht gegeniiber oxidierenden Spe-
zies und potentieller Signalkontamination bei SERS-Anwendung und zur Sicherstellung
von hoher Biokompatibilitdt, Stabilitat in physiologischem Medium und damit verbunden
hoher Zellaufnahme. Die Untersuchung der Emulsionspolymerisation hat zusammenge-
fasst folgende empirisch erfassten, praparativen Voraussetzungen fiir die reproduzierbare
Ausbildung einer gleichméfligen und kompakten Polystyrolhiille um die NPC ergeben:
stabilisiertes THF ohne Peroxide, Entfernung des THF im Vakuum bei 60°C, Inertgasat-
mosphére fiir eine effiziente Polymerisation ohne Sauerstoffeinfluss, ein Verhéltnis von
1:10 der Monomere p-DVB und Styrol, ein Uberschuss an Radikalinitiator VA44, kein
Zusatz von Emulgatoren zur Monomertropfenstabilisierung oder kurzkettigen Alkoholen
zur Reduzierung der kritischen Mizellenkonzentration der Emulgatoren 4324 und relativ
milde Reaktionsbedingungen bei 60°C fiir 3 Stunden bei moderater Rithrgeschwindigkeit
(fiir weitere Details siehe Kapitel 8.11). Die Stabilitat der unter diesen Voraussetzungen
hergestellten Polymerschicht von Gold- und Silber-NPC wurde anschlieend vor und nach
der Polymerisation unter stark oxidierenden Bedingungen untersucht. Die Schutzwirkung
der Polymerhiille ist besonders relevant fiir die AgNPC, da die Freisetzung von Ag™-
Tonen fiir die Zelltoxizitat von AgNP verantwortlich gemacht wird (siche Kapitel 4.3.3).
Die Stabilitatstest von AuNP wurden in 0.1 Vol.-% Salpetersiaure, 0.1 Vol.-% aqua regia
und 34 Aquivalenten Kaliumcyanid pro Goldatom durchgefiihrt. Salpetersiure ist zwar
nicht fahig metallisches Gold aufzulosen, aber es stellt ein Test mit hoher lonenstarke zur
Untersuchung von Prézipitation dar, wie es bei AuNP@Citrat bei solchen Bedingungen zu
beobachten ist. Die entsprechenden Tests von AgNP wurden in 0.1 Vol.-% Salpeterséure,
0.1 Vol.-% aqua regia und 0.1 Vol.-% Wasserstoffperoxid durchgefithrt. Die Abbildung
6.18 fasst die Ergebnisse dieser Tests zusammen. Die dazugehorigen Spektren sind im
Anhang in Abbildung A.8 (AuNP) und A.9 (AgNP) dargestellt. Abbildung 6.18 zeigt ein
deutlich differenzierbares Verhalten der eingekapselten und geschiitzten NP-Systeme im
Vergleich zu den Citrat stabilisierten NP. Es ist zu erkennen, dass alle eingekapselten NP-
Systeme tiber mindestens 24 Stunden stabil bleiben, wohingegen die NP@QCitrat schnell
oxidiert werden oder prézipitieren. Als ein Extremtest wurden die Au- und Ag-NPC in
10 Vol.-% aqua regia inkubiert. Sogar in diesem aggressiven Medium, zeigen die NPC eine

auflerordentliche Resistenz innerhalb von 24 Stunden im Gegensatz zu den NP@QCitrat,
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die innerhalb weniger Sekunden vollstindig oxidiert werden, wie der Abbildung A.10
zu entnehmen ist. Diese Stabilitdat der NPC gegeniiber oxidierenden Spezies stellt einen
wichtigen Vorteil dieser Einkapselungsstrategie dar und macht die eingekapselten NPC zu
vielversprechenden Kandidaten fiir lang andauernde in-vivo Anwendungen plasmonischer
NP.
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Abbildung 6.18: A-C: Zeitlicher Ablauf der Extinktion bei 400 nm aus der UV-
VIS Spektroskopie Stabilitdtsanalyse von AuNP@Citrat (graue Diamanten), einzeln-
eingekapselten AuNP (rote Quadrate, pa (PI-b-PEO) = 1.2 nm~2) und eingekapselten
AuNPC (blaue Kreise, pa (PI-b-PEO) = 0.10 nm~2) in A 0.1 Vol.-% Salpetersiure, B
0.1 Vol.-% aqua regia und C: 34 Aquivalenten Kaliumcyanid pro Goldatom. D-F': Zeit-
licher Ablauf der Extinktion bei LSPR Aqx 220 aus der UV-VIS Spektroskopie Stabi-
litdtsanalyse von AgNP@Citrat (weile Sterne), einzeln-eingekapselten AgNP (orange
Sechsecke, pa(PI-b-PEO) = 1.2 nm~2) und eingekapselten AgNPC (griine Fiinfecke,
pa(PI-b-PEO) = 0.10 nm~?2) in D: 0.1 Vol.-% Salpetersiure, E: 0.1 Vol.-% aqua regia
und F: 0.1 Vol.-% Wasserstoffperoxid. Die dazugehorigen Spektren sind im Anhang
in Abbildung A.8 (AuNP) und A.9 (AgNP) dargestellt. Adapted with license from %!
Copyright © 2019 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim.
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6.2.4 Zellaufnahme und Zellviabilitat

Die in Kapitel 6.2.2 dargestellten NP-Systeme wurden im Hinblick auf eine potentielle
in-vivo Anwendung schliefSlich auf ihre in-vitro Stabilitdt und Biokompatibilitdt in Harz
eingebetteten und fixierten Sédugetierzellen mithilfe von TEM und dem MTT-Test unter-
sucht. Der MTT-Test ist ein auf der Reduktion des farbigen Tetrazoliumsalzes basierender
Test fur die metabolische Aktivitat von Sdugetierzellen, die stark mit der Zellviabilitét
und entsprechend mit der Zytotoxizitit von aufgenommenen Substanzen korreliert. 250
Es wurden drei verschiedene, etablierte Zelllinien getestet. Die HeLa- und A549-Zellen
wurde als kanzerose Zelllinien und die humanen dermalen Fibroblasten (HDF) wurden
als gesunde Primaérzelllinie ausgewéhlt und untersucht. Die Ergebnisse der metabolischen
Aktivitat nach Zellaufnahme der NP-Systeme in die HeLa-Zellen ist im Vergleich zu den
Kontrollzellen in Prozent in Abbildung 6.19 dargestellt.
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Abbildung 6.19: Metabolische Aktivitdt aus dem MTT-Test der mit A: AuNP
und B: AgNP und verschiedenen Konzentrationen inkubierten HeLa Zellen in Pro-
zent der Kontrollzellen. pa (PI-b-PEO)[nm~2]: 1.2 (griin), 0.30 (gelb), 0.15 (rot), 0.10
(blau) und NP@Citrat (grau). C-F: Lichtmikroskop-Aufnahmen von HeLa-Zellen mit
301075 mol L~! inkubierten AuNP mit ps (PI-b-PEO)[nm~2]: 1.2 (C), 0.30 (D), 0.15
(E), 0.10 (F). MaBstabsleisten: 100 pm. Adapted with license from!95! Copyright © 2019
WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim.
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Die MTT-Ergebnisse fiir die A549- und die HDF-Zellen sind im Anhang in Abbildungen
A.11 und A.12 dargestellt. Die kanzerésen HeLa- und A549-Zellen zeigten ab einer NP-
Konzentration von iiber 3-107° molL™! eine Abnahme der metabolischen Aktivitit im

Vergleich zu den Kontrollzellen.

Pl-b-PEO:PI-DETA Kontrolle
1:10 1:30
c
8
X
o
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Relexion/Trans.
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—
v

Lebend/Tot-Assay

Abbildung 6.20: Konfokale Relexionsmikroskopie Aufnahmen von HelLa Zellen,
die mit NPC mit einem PI--PEO:PI-DETA Verhéltnis von 1:10 (pa(PI-0-PEO) =
0.30 nm~2) und 1:30 (0.10 nm~2) fiir 48 Stunden bei einer Konzentration von
30-107° mol L™ ! inkubiert wurden. A: Aufnahmen der Reflexion in schwarz-weif§ (oben)
und der mit der Transmission kombinierten Aufnahmen (NPC rosa farbkodiert). B:
Lebend-/Totfarbung der gleichen Bedingungen wie oben beschrieben. Die Zellen wur-
den mit Fluorophoren geférbt, die lebend (blau), apoptotisch (griin) und nekrotisch
(rot) markieren. Der Mittelwert der Anzahl der lebenden Zellen pro Sichtfeld von zwei
Bildern ist in der rechten Ecke angezeigt. Maflstabsleisten: 40 nm. Adapted with license
from%®! Copyright © 2019 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim.
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Eine Abnahme der metabolischen Aktivitat wird im Rahmen der MTT-Tests generell
mit einer reduzierten Zellviabilitit interpretiert, obwohl die NP-induzierte Zytotoxizitéat
durch optische Mikroskopie bei den gezeigten Konzentrationen ausgeschlossen werden
kann (Abb. 6.19 C-F, Abb. A.11 ¢ und Abb. 6.20). In Abbildung 6.20 B wird deutlich,
dass weder bei den NP-inkubierten, noch bei den Kontrollzellen nekrotischen Zellen (rot)
vorhanden sind. Apoptotische Zellen (griin) sind in dhnlicher, geringer Anzahl bei den
NP-inkubierten- und den Kontrollzellen vorhanden. Die Vermutung liegt nahe, dass die
vermehrte Zellaufnahme der NPC bei hoheren NPC-Konzentrationen in die proliferati-
ven, kanzerosen Zellen einen hemmenden Effekt auf die metabolische Aktivitiat hat, wie
der Vergleich zu den Kontrollzellen zeigt (Abb. 6.19 A;B und Abb. A.11 a,b). In der
Literatur gibt es einige Berichte dariiber, dass der MTT-Test mit einigen chemischen
Substanzen oder Nanopartikeln zu einer Uber- oder Unterbewertung der Zellviabilitit
durch eine Substanz- oder NP-induzierte Veranderung des Zellmetabolismus fithren kann
und die metabolische Aktivitat in diesen Féllen falschlicherweise direkt mit der Zellviabi-
litat korreliert wird. ?*"252 Die metabolische Aktivitdt und die Zellviabilitéit (bei direkter
Korrelation) der weniger aktiven, gesunden HDF-Zellen weist bei bis zu 30-107° mol L !
NP-Inkubation sowohl fiir Gold als auch fiir Silber nahezu gleiche Niveaus im Vergleich
zu den Kontrollzellen auf (Abb. A.12 a,b), obwohl die zelluldre Aufnahme der NPC of-
fensichtlich sehr hoch ist (Abb. A.12 ¢). Dieser Umstand unterstiitzt die oben genannte
Vermutung, dass die metabolische Aktivitdt der proliferativen, kanzerosen Zellen durch
die hohe NPC-Aufnahme gehemmt wird, aber nicht die der gesunden Zellen. Insgesamt
wird die Zellviabilitiat auch bei direkter Korrelation in allen Féllen nicht signifikant durch
die Aufnahme der eingekapselten NPC beeinflusst. Eine weitere wichtige Beobachtung,
die auf den oben gezeigten Lichtmikroskop-Aufnahmen bereits zu erkennen ist, ist, dass
alle getesteten eingekapselten NP-Systeme iiber Endozytose in hohen Mengen in die drei
Zelllinien aufgenommen werden. Die in-vitro Stabilitat verschiedener, aufgenommener
AuNP-Systeme in die HeLa Zellen wurde zusétzlich mithilfe von TEM analysiert (Ab-
bildung 6.21). Die TEM-Analyse der Zellaufnahme der Silbernanopartikel ist im Anhang
in Abbildung A.13 dargestellt. Die TEM-Analysen bestétigen die hohe Zellaufnahme der
NPC und die intrazellulare Stabilitdt nach der Internalisierung der NPC in endosomale
Vesikel. Obwohl innerhalb der endosomalen Vesikel fiir gewohnlich ungefahr ein pH-Wert
von 4.5 - 5.5 vorhanden ist, ist keine Zersetzung der Polymerhiille oder Destabilisierung
der NPC sichtbar.
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Abbildung 6.21: A-F: Reprisentative TEM-Aufnahmen mit verschiedenen Vergro-
Berungen, die die zelluldre Aufnahme von AuNPC mit einem PI-5-PEO:PI-DETA Ver-
héltnis von A-C: 1:10 und D-F: 1:20 in HeLa Zellen zeigen. Die schwarzen Boxen
zeigen den Vergroflerungsbereich der jeweils links stehenden Aufnahme. G-I: zeigen
TEM-Aufnahmen mit hoherer Auflosung in denen die Polymerhiille sichtbar ist (rote
Pfeile). Die gestrichelten Boxen kennzeichnen die Vergrofierung des Insets und die ge-
strichelten roten Linien kennzeichnen die Polymerhiille. Adapted with license from!6°]
Copyright © 2019 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim.

Die Schutzwirkung der Polymerhiille der NPC wird deutlicher, wenn eine analoge TEM
Analyse der internalisierten, ungeschiitzten NPQCitrat betrachtet wird (Abbildung 6.22).
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Abbildung 6.22: A-D: Reprisentative TEM-Aufnahmen mit unterschiedlichen Ver-
groflerungen, die die Zellaufnahme von AuNP@Citrat (A,B) und AgNP@Citrat (C,D)
in HeLa Zellen zeigen. Eine schiitzende Polymerhiille ist nicht vorhanden und die Silber-
NP zeigen deutliche Anzeichen einer Zersetzung. Maflstabsleisten: A,C 1 pm und B,D
50 nm. Adapted with license from!55 Copyright © 2019 WILEY-VCH Verlag GmbH &
Co. KGaA, Weinheim.

Abbildung 6.22 zeigt deutliche Anzeichen einer Zersetzung der in die HeLa-Zellen aufge-
nommenen Silber-NP@Citrat und weist auf die Bedeutung einer Schutzhiille der NPC fiir
eine potentielle in-vivo Anwendung hin.

Die hier entwickelte Dreischritt-Einkapselungsmethode stellt eine reproduzierbare Me-
thode zur Praparation von kontrolliert assemblierten, kolloidal stabilen, geschiitzten und
biokompatiblen plasmonischen Nanopartikelclustern dar. Dabei wurde die Methode erfolg-
reich auf Au- und AgNP unterschiedlicher Gréfle angewandt. Die Variation der PI-6-PEO
Oberflachenbelegung bzw. des PI-6-PEO:PI-DETA Verhéltnisses erlaubt eine Einstellung
der NPC-Grdé8en bis zu 200 nm. Die Polymerhiille erwies sich als effektive Barriere gegen-
iiber oxidierenden Spezies oder hohen Ionenstérken. Eine hohe Zellaufnahme und hohe
Biokompatibilitat der synthetisierten NPC wurde durch Inkubation in 3 verschiedenen

Zelllinien gezeigt. TEM-Analysen der zellular aufgenommenen NPC demonstrierten die in-
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trazellulare Stabilitat sogar in endosomalen Vesikeln. Diese Methode ist ein groler Schritt
zur Herstellung von in-vivo SERS-Plattformen. Die Implementierung geeigneter Raman-
Reporter in die potentiellen Hotspots der mit dieser Methode hergestellten NPC ist das
Thema des folgenden Kapitels.
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6.3 Oberflachenverstiarkte Ramanstreuung

Die Ergebnisse dieses Kapitels wurden teilweise in Zusammenarbeit mit Alex Miiller im
Rahmen seiner Projektstudie im Masterstudiengang Nanowissenschaften, mit Elena Fel-
genhauer im Rahmen ihres Wahlpflichtpraktikums im Masterstudiengang Chemie und
Tobias Kartenkamp im Rahmen seiner Bachelorarbeit im Studiengang Chemie ausgear-
beitet. Die Themen und Arbeitspldne wurden in allen Féllen von mir erstellt. Herr Miiller
und Frau Felgenhauer fithrten unter meiner Aufsicht einen Teil der praktischen Laborar-
beiten im Rahmen der statistischen Versuchsplanung durch. Die Datenauswertung anhand
der Statistik-Software Cornerstone erfolgte durch mich und alle weiteren Datenauswer-
tungen erfolgten unter meiner Aufsicht. Herr Katenkamp fiihrte ebenfalls einen Teil der
praktischen Laborarbeiten im Rahmen der Raman-Reporter Codierung® von AuNP vor
der Assemblierung und mizellaren Einkapselung unter meiner Aufsicht durch und die Da-
tenauswertung erfolgte ebenso unter meiner Aufsicht. Die ersten Raman-Messungen im
Zusammenhang mit der statistischen Versuchsplanung wurden von der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. L.M. Liz-Marzan (CICbiomaGUNE, San Sebastian) durchgefiihrt. Alle weiteren
Raman-Messungen wurden mit freundlicher Unterstiitzung von Svenja Patjens aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Alf Mews am Institut fiir Physikalische Chemie der Uni-
versitdt Hamburg durchgefiihrt. Alle weiteren Laborarbeiten, Messungen und Ergebnisse

dieses Kapitels wurden ohne Kooperation von mir durchgefiihrt und ausgearbeitet.

Die Methode zur Herstellung von plasmonischen NPC aus Kapitel 6.2 bietet grundsatzlich
drei mogliche Herangehensweisen an die Implementierung von Raman-Reportern in die
Hotspots zwischen den NP. Diese drei potentiellen Raman-Codierungsmethoden sind in
Abbildung 6.23 dargestellt. Die erste Strategie (Abb. 6.23 1) ist der Phasentransfer mit ei-
nem Polymerliganden, der eine Raman-aktive und im Ramanspektrum gut differenzierba-
re Ankergruppe aufweist, iiber die die Polymerliganden an die NP-Oberfliche binden. Der
Vorteil dieser Methode ist, dass sie eine hohe Oberflichenbelegung mit Raman-Reportern
gewihrleistet, die die Lokalisation der Reporter in potentiellen Hotspots wahrscheinlich
macht. Aulerdem kann durch diese Strategie grundséatzlich eine hohe kolloidale Stabili-
tdt der NP in unpolarem Medium gewéhrleistet werden. Auf der anderen Seite stehen
einige Nachteile, die diese Strategie zu einer ungeeigneten Methode machen, um inten-

sive Hotspots in den NPC zu generieren. Der erste und wichtigste Punkt ist, dass die

3Codierung = Beschichtung mit ,Raman-Codes“/Raman-Reportern (Ursprung: engl. Literatur)
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hohe kolloidale Stabilitdt und die hohe Oberflaichenbelegung mit vergleichbaren Poly-
merliganden wie bei den NPC aus Kapitel 6.2 dazu fiihrt, dass analog eine kollabierte
Ligandenhiille entsteht, die die NP im aggregierten Zustand auf Abstand hélt und so die
Hotspot-Bildung beeintrichtigt. Trotz alledem wurde diese Strategie untersucht, indem
4-Mercaptophenylessigsdure tiber eine CDI-Aktivierung der Carbonsduregruppe an eine
Aminogruppe des PI-DETA gekoppelt wurde (fiir weitere Details siche Kapitel 8.6). Diese
Methode scheiterte allerdings in diesem Fall schon am Phasentransfer, der auch mit der
Unterstiitzung von Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) 2 weder im sauren, neu-
tralen oder im alkalischen Medium noch in einem Hexan/Wasser oder Wasser /Chloroform-
Zweiphasensystem ohne Prézipitation oder Aggregation funktionierte (sieche Anhang Abb.
A.14). Auch wenn es sich hierbei um einen speziellen Einzelfall handelt, wurde Strategie
1 (Abb. 6.23) aufgrund des hohen Syntheseaufwands und der geringen Erfolgsaussichten

nicht weiter verfolgt.

- H,0=Hexane
= PI-RaR .

- Citrat

- PI-DETA

H,0/THF
RaR 4K

- PI-DETA

Abbildung 6.23:  Schematische Darstellung der potentiellen Raman-
Codierungsmethoden. RaR bedeutet Raman-Reporter. 1: Phasentransfer mit
PI-RaR. 2: Austausch PI-DETA durch RaR in unpolarem Medium. 3: RaR Zugabe
zu assemblierten NPC in Wasser vor der Emulsionspolymerisation und Migration der
hydrophoben RaR in den hydrophoben Mizellkern.
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Die Strategie 2 aus Abbildung 6.23 beinhaltet einen Standardphasentransfer mit PI-DETA
in ein unpolares, organisches Medium und einen anschlieBenden Ligandenaustausch mit
den in diesem Medium loslichen Raman-Reportern. Diese Reporter miissen mindestens ei-
ne Thiol-Gruppe aufweisen, damit eine hohere Affinitat zur Goldoberfliche im Vergleich
zu den Aminogruppen des PI-DETA gewéhrleistet wird. Dabei werden die AuNP@PI-
DETA fiir eine bestimmte Zeit zusammen mit den gelésten Raman-Reportern im unpola-
ren Medium inkubiert und der Ligandenaustausch von PI-DETA mit Raman-Reportern
ermoglicht. Anschliefend werden die NP in der oben stehenden Standardprozedur zu NPC
verkapselt. Ein Vorteil dieser Methode ist, dass die Oberflachenbelegung der Polymerligan-
den bei erfolgreichem Ligandenaustausch reduziert wird und eine Anndherung der NP im
Mittel unter 3 nm (vlg. Kapitel 6.2.2) durch eine weniger dichte kollabierte Ligandenhiille
potentiell moglich ist. Des Weiteren kénnen die NP mit vielen verschiedenen kommerziell
erwerbbaren Raman-Reportern ohne hohen Aufwand codiert werden. Die Reduzierung der
Oberflachenbelegung mit PI-DETA birgt allerdings das Risiko der Destabilisierung und
Aggregation der NP vor der Assemblierung und dem damit einhergehenden, eventuellen
Verlust der Gréflen- und Formkontrolle sowie der Reproduzierbarkeit der Assemblierung
und Einkapselung.

Die Strategie 3 aus Abbildung 6.23 beinhaltet die Standardprozedur der Assemblierung
und Einkapselung aus Kapitel 6.2 ohne die Saat-Emulsionspolymerisation, die im An-
schluss an die Codierung durchgefithrt werden kann. Das bedeutet, dass NPC einer ge-
wiinschten Grofle assembliert werden, aber noch keine schiitzende Polystyrolhiille gene-
riert wird. Zu diesen potentiell noch zuganglichen NPC in Wasser werden die hydro-
phoben Raman-Reporter im Uberschuss in THF hinzugefiigt. Die Idee der Strategie ist,
dass die hydrophoben Raman-Reporter, analog zu den Monomeren Styrol und DVB bei
der Emulsionspolymerisation, in den hydrophoben NPC-Mizellkern migrieren und an die
NP-Oberfliche adsorbieren bzw. PI-DETA durch die Raman-Reporter teilweise ersetzt
wird. Ein Vorteil dieser Methode ist, dass wie bei Methode 2 eine Vielzahl an Raman-
Reportern genutzt werden kann. Des Weiteren wird die Gréflen- und Formkontrolle sowie
die Reproduzierbarkeit der Assemblierung und Einkapselung potentiell nicht so stark be-
einflusst, wie bei Methode 2, da die NPC fiir die Codierung bereits vorgefertigt wurden.
Bei ausreichender Zugéanglichkeit der NP-Oberflache fiir Raman-Reporter bedeutet das
auch, dass solche NPC-Systeme potentiell fiir einen sog. , label-free* Nachweis von Dro-

[254] (255

gen?* Sprengstoff?®! oder biologischen Markern?% eingesetzt werden konnten. Aus

sterischer Sicht ist es allerdings eher unwahrscheinlich, dass die Raman-Reporter in die
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abgeschirmten Hotspots der NPC migrieren konnen. Im Folgenden wird zuerst die Stra-
tegie 3 aus Abbildung 6.23 im Rahmen einer statistischen Versuchsplanung evaluiert, um
die optimalen Einstellungen der potentiell einflussreichsten Parameter wie Clustergrofie
(PI-5-PEO:PI-DETA), Raman-Reporter-Aquivalente pro NP und der Fliegeschwindig-
keiten der THF- und Wasserphase bei der Assemblierung der NP im Hinblick auf die
Erzeugung eines (intensiven) SERS-Signal zu bestimmen (Kapitel 6.3.1). Das darauffol-
gende Kapitel 6.3.2 untersucht die Strategie 2 mit gleicher Zielsetzung auf die optimalen
Einstellungen der Raman-Reporter-Aquivalente pro NP, der Inkubationszeit mit Raman-
Reportern in unpolarem Medium und der Erhaltung der Groflen- und Formkontrolle sowie

der Reproduzierbarkeit der NPC-Préaparation.

6.3.1 Codierung nach der NP-Assemblierung

Zur Untersuchung der Raman-Reporter Codierung nach der NPC-Assemblierung wurde
ein Experimentdesign mit drei Faktoren ausgewéhlt, welches einige Vorversuche, die den
Versuchsraum bereits einschranken, miteinbeziehen kann (Inclusions, D-optimales De-
sign). 127

Neben der vorrangigen Zielsetzung und der qualitativen Untersuchung der Implementie-

I Weitere Details zur statistischen Versuchsplanung sind in Kapitel 8.10 zu finden.

rung von Raman-Reportern in die Hotspots der NPC, soll untersucht werden, inwiefern
das PI-b-PEO:PI-DETA Verhéltnis, die Flussgeschwindigkeit der THF- und Wasserphase
bei der Assemblierung mithilfe des Mikrofluidikaufbaus (Abbildung 6.11) und die Zuga-
be an Raman-Reporter pro NP (n(RaR) [eqv.]) Einfluss auf das potentielle SERS-Signal
haben. Als Raman-Reporter wurde Biphenyl-4,4’-dithiol ((BPDT)) aufgrund der Hydro-
phobizitdt, der hohen Affinitdt der Thiole zur Goldoberfliche, der hohen Raman-Aktivitat
und der NP-verkniipfenden Eigenschaften durch zwei funktionelle Gruppen verwendet und

t.1199:258.259] Die Flussrate bezieht sich auf die Geschwindigkeit in mL min~" mit

untersuch
der die AuNPQ@QPI-DETA /THF-Dispersion mit Wasser vermischt wird. Die Flussrate der
Wasser-Mikrofluidikspritzen wurde entsprechend angepasst, sodass die gesamte Flussrate
immer konstant 16 mLmin~! betrug. Der Versuchsraum der statistischen Versuchspla-
nung ist in Abbildung 6.24 dargestellt. Dabei wurde ein randomisierter Experimenteplan
von 24 Experimenten durch die Statistiksoftware Cornerstone erstellt, wobei 5 dieser Ex-
perimente das Zentrumsexperiment darstellen. Die Parameter der 24 Experimente sind

tabellarisch in Kapitel 8.10 dargestellt.
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Abbildung 6.24: A: Schematische Darstellung des dreifaktoriellen Versuchsraum (Auftragung
analog zu D) mit D-optimalem Experimentdesign mit TEM-Beispielen gescheiterter und Ex-
trempunktexperimenten. B: UV-VIS Spektren aller erfolgreichen Synthesen (21 von 24 Expe-
rimenten, Farbcodierung wie in A) mit Bereich der LSPR A4, (schwarzer Balken). C: DLS-
Messungen aller erfolgreichen Synthesen mit Bereich des dg mqq (schwarzer Balken). D: Dar-
stellung des Versuchsraums mit entsprechenden TEM-Aufnahmen der Experimente. Der Bereich
der THF-Flussrate betriigt 0.74 bis 3.3 mL min~!. Der Bereich der Zugabe des Raman-Reporters
Biphenyl-4,4’-dithiol betrdgt 2 bis 708 eqv. pro NP. Der Bereich des PI-0-PEO:PI-DETA Ver-
héltnisses betrégt 1:3 bis 1:30. Schwarze Kugeln zeigen mehrfach fehlgeschlagene Experimente.
Rote Kugeln markieren die erfolgreichen Extrempunkt-Experimente und blaue Kugeln die Stan-

dardexperimente des Versuchsraums.
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3 der 24 Experimente konnten auch nach mehrmaligem Wiederholen nicht erfolgreich
durchgefithrt werden (schwarze Kugeln). Es zeigte sich, dass eine niedrige THF-Flussrate
von 0.74 mLmin~!, genauso wie eine hohe THF-Flussrate 3.3 mLmin~! bei konstanter
Gesamtflussrate von 16 mL min~! nicht zu einer kontrollierten Assemblierung mit defi-
nierten NPC fithrt. Des Weiteren zeigten die mehrfachen Versuche der Raman-Reporter-
Codierung groBerer NPC mit einem PI-b-PEO:PI-DETA Verhéltnis von kleiner als 1:25,
dass solche NPC durch diese Codierungsestratgie nach der Assemblierung signifikant de-
stabilisiert werden und die Codierung in der NPC-Gréfenordnung nicht ohne betrachtliche
Verluste durch Prazipitation durchgefiihrt werden kann. Das bedeutet, dass die Codie-
rung nach der Assemblierung der NP auf kleinere NPC mit weniger potentiellen Hotspots
beschrénkt ist (dg maeq @ 58 bis 118 nm, Abbildung 6.24 C). Insgesamt zeigen die LSPR
Amaz-Werte der 21 erfolgreichen Experimente (Abbildung 6.24 B) eine relativ geringe
Verschiebung von 8 bis 18 nm im Vergleich zu den AuNP@QCitrat (A4, = 521 nm), das
ist eine maximale LSPR-Differenz von 10 nm innerhalb des Versuchsraums. Die geringe
LSPR-Verschiebung deutet auf eine geringe Plasmonenkopplung und auf keine Verringe-
rung des NP-NP-Abstands im Vergleich zu den uncodierten NPC aus Kapitel 6.2.2 hin.
Nach der Durchfithrung der Experimente

A

und der Datenerfassung wurde eine Regres- LSPR ...

sionsanalyse durchgefithrt, um die beob-

540
achteten Zielgrofien (hier: dpy max @, LSPR
Amae und SERS-Intensitiat) als Funkti- ok

5351
on der signifikanten Einflussfaktoren (hier:

Flussrate, PI-b-PEO:PI-DETA, n(RaR)) s30-

anzundhern. Mithilfe spezieller Statistik-

software wird durch die Regressionsanaly-

se ein Regressionspolynom aufgestellt, des- Abbildung 6.25: Grafische Darstellung der
vorhergesagten A, als Funktion von n(RaR)

] o ' und PI-5-PEO:PI-DETA aus der Regressions-
se (ANOVA) auf ihre Signifikanz analysiert analyse. Weitere Details siche Abb. A.15.

sen Terme z.B. durch eine Varianzanaly-

werden.* Auf der Grundlage dieser Signifi-

kanzauswertung kann eine Vorhersage der LSPR \,,,. mit moderater Giite des Fits der

2

aq; = 0.837 aufgestellt werden. Diese Vorhersage ist grafisch in

ZielgroBenfunktion von R
Abbildung 6.25 und weitere Informationen sind im Anhang in Abbildung A.15 darge-

stellt. In Abbildung 6.25 ist zu erkennen, dass eine Reduzierung der PI-0-PEO Zugabe

257]

4Weiterfithrende Details sind in z.B. in Referenz! dargestellt.
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6 Ergebnisse und Diskussion

und eine Erhohung der Biphenyl-4,4’-dithiol Zugabe zu einer Rotverschiebung der LSPR
fithren. Der Anstieg der LSPR im gesamten Vorhersagebereich ist allerdings relativ gering
und weist darauf hin, dass der interpartikulare Abstand nicht signifikant verringert und
folglich die Plasmonenkopplung nicht signifikant erh6éht wird im Vergleich zu den NPC
aus Kapitel 6.2.2. Die Vermutungen liegen nah, dass keine oder nur wenige Thiole an
die Metall-Oberflichen adsorbieren und/oder dass die Thiole nur an den dufleren NP-
Sphéaren der NPC adsorbieren und durch sterische Hinderung der kollabierten PI-DETA-
Ligandenhiille nicht tiefer in die Cluster eindringen kénnen. Anhand dieser Vermutungen
lisst sich der Einfluss von n(RaR) auf die LSPR durch die Anderung der dielektrischen
Umgebung der NP und der daraus resultierenden geringen Rotverschiebung der LSPR
erkldren. Eine theoretische Extrapolation der LSPR \,,.. in Abbildung 6.25 zu Werten
von n(RaR) iiber 1000 Aquivalenten sollte nach dieser Vorhersage zu einer Rotschiebung
der LSPR A, iiber 550 nm fithren. Allerdings zeigte sich, dass Zugaben von > 1000
Aquivalenten an Biphenyl-4,4’-dithiol pro NP zur Destabilisierung der mizellaren NPC-
Strukturen fiihren und es zu betrachtlichen NPC-Verlusten durch Prazipitation kommt.
Eine Ausdehnung des Versuchsbereichs der Einflussfaktoren, um héhere Werte der Ziel-
grofle der LSPR \,,.: zu erhalten, ist entsprechend im Rahmen dieser Vorgehensweise
nicht moéglich. Das bedeutet, dass im Rahmen dieser Codierung keine LSPR-Bande der
AuNPC in den Zielbereich der Laseranregungswellenldngen 633 und 785 nm eingestellt
werden konnte (siehe Abb. 6.26) und die

auf der LSPR-basierenden Oberflachenver- 109 cm* 2000 om”

633 nm
starkung (siehe Kapitel 4.3.1) nicht oder

-—
?

Laser~y|

nur sehr schwach vorhanden sein sollte.
Die Raman-Messungen zur Bestimmung
der ZielgroBe der SERS-Intensitat erga-
ben, dass keine der 21 hergestellten NPC
ein differenzierbares, vergleichsweise inten-
sives SERS-Spektrum von Biphenyl-4,4’- 0-%00 200 500 600 700  &oo

dithiol zeigen. Die Ramanspektren von Wellenldange [nm]

3 ausgewihlten AuNPC der statistischen APPbildung 6.26: UV-VIS Spektren aus Abbil-
dung 6.24. Die rote Linie deutet die Anregungs-
wellenldnge des Lasers bei 633 nm an und der
im Vergleich zu BPDT codierten Gold- rot-schattierte Bereich deutet den Wellenldngen-
[260] bereich der inelastischen Streuung (100 cm ™! bis
2000 cm~!) an.

it
bk

Normierte Extinktion

Versuchsplanung sind in Abbildung 6.27

nanosternen nach Referenz!*®*" einer un-

codierten AuNPC-Probe und des BPDT-

82



6 Ergebnisse und Diskussion

Feststoffs dargestellt. Nur die AuNPC mit 708 Aquivalenten an BPDT-Zugabe zeigen

bei 785 nm Laserwellenldnge einen Raman-Peak mit geringer Intensitdt, der der C-

C-Streckschwingung des Phenylrings

von BPDT bei ca. 1590 cm™! zugeordnet werden

ka
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Abbildung 6.27: Gemittelte Raman-Spektren eines Tropfens der eingetrockneten
Dispersion (oder bei (c) der Feststoff) auf einem Objekttrager bei A: 785 nm La-
serwellenldnge und 1 Sekunde Integrationszeit mit einem 50x Objektiv bei 3 mW
Laserleistung und B: 633 nm Laserwellenldnge und 1 Sekunde Integrationszeit mit
einem 50x Objektiv bei 3 mW Laserleistung. Die Goldnanosterne wurden nach Refe-
renz 17 prapariert. Die Au’-Konzentration der AuNPC Dispersionen betrug jeweils
~ 0.35 mmol L™!. Die roten Kisten kennzeichnen den intensivsten Raman-Peak, der
der C-C-Streckschwingung von BPDT bei ca. 1590 cm™! zugeordnet werden kann. [261]
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6 Ergebnisse und Diskussion

Bei 633 nm Laserwellenléinge ist der Raman-Peak bei ca. 1590 cm ™! schon bei 355 Aqui-
valenten an BPDT-Zugabe zu sehen, allerdings weist dieser Peak ebenfalls eine vergleichs-
weise sehr geringe Intensitat auf und keine der codierten AuNPC zeigen ein vollstandiges
und differenzierbares SERS-Spektrum des BPDT. Die codierten AuNPC &hneln bei bei-
den Laserwellenlangen der Blindprobe und zeigen wahrscheinlich zum grofiten Teil die
Schwingungen von PI-DETA und Polystyrol. Alles in allem bestétigen die nicht vorhan-
denen oder nur sehr schwachen BPDT-Ramansignale der hier gezeigten AuNPC sowie
die geringe LSPR~Rotverschiebung in den Zielbereich (Abb. 6.26) und der Vergleich zum
intensiven BPDT-SERS-Spektrum der Goldnanosternen mit intrinsischen Hotspots, die
oben stehende Vermutung, dass die Raman-Reporter mithilfe dieser Strategie nicht in
signifikanter Menge in ausgepréigte Hotspots implementiert werden kénnen. Das diese Co-
dierungsstrategie nicht geeignet ist, zeigte auch die Verwendung anderer Raman-Reporter,
wie Benzen-1,4-dithiol oder 4-Aminobenzenthiol (mit 1:20 PI-6-PEO:PI-DETA und mit
Standardflussrate), weil es in den meisten Féllen schon ab 500 Aquivalenten RaR pro NP
zur Destabilisierung der AuNPC kommt, wie im Anhang in Abbildung A.16 dargestellt.
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6 Ergebnisse und Diskussion

6.3.2 Codierung vor der NP-Assemblierung

Die Strategie der Codierung mit Raman-aktiven Liganden (1 in Abb. 6.23) und die der
Codierung nach der Assemblierung (3 in Abb. 6.23) fithrte zu keiner signifikant ausge-
pragteren Plasmonenkopplung und Hotspot-Ausbildung im Vergleich zu den NPC der
Standardprozedur ohne Codierung. Im Folgenden soll daher untersucht werden, inwieweit
dies mit der Strategie 2 aus Abb. 6.23 moglich ist. Diese Strategie sieht einen Standard-
phasentransfer mit PI-DETA in Hexan, einen Aufreinigungsschritt und die anschlieffende
Uberfithrung in THF vor. In THF soll der PI-DETA Ligand mit Raman-Reportern, die ei-
ne hohere Affinitat zur Goldoberflache aufweisen, teilweise ausgetauscht werden, um einen
hoheren Codierungsgrad als bei der Strategie 3 erreichen zu konnen. Dabei muss beachtet
werden, dass die kolloidale Stabilitat der einzelnen NP@QPI-DETA /RaR moglichst erhal-
ten bleibt, um die Reproduzierbarkeit der anschliefenden Assemblierung mithilfe von
PI-0-PEO in Wasser zu gewahrleisten. Fiir diese Strategie wurden insgesamt 5 verschie-
dene Raman-Reporter getestet, die in Tabelle 6.6 jeweils mit Namen, der in dieser Arbeit

genutzten Abktirzung und der Strukturformel dargestellt sind.

Tabelle 6.6: Name, Abkiirzung und Struktur der genutzten Raman-Reporter.

Raman-Reporter Abkurzung Struktur
Biphenyl-4,4'-dithiol BPDT HSSH
Biphenyl-4-thiol BPT HS
4-Methylbenzenthiol MBT HS‘QCHs
4-Aminobenzenthiol ABT HSQNHz

SH

Naphthalin-1-thiol NPT

Zur Ermittlung inwieweit die PI-DETA-Ligandenhiille mit Raman-Reportern codiert wer-
den kann ohne die kolloidale Stabilitdt negativ zu beeinflussen, das heifit ohne Aggregati-
on zu induzieren, wurde folgendes Experiment durchgefiihrt. Es wurden AuNP nach dem
Phasentransfer von Hexan in THF iiberfithrt und mit verschiedenen Konzentrationen an
Raman-Reportern fiir 20 Stunden unter Lichtausschluss bei niedriger Rithrgeschwindig-
keit inkubiert. Die RaR-Konzentrationen wurden anhand der PI-DETA Menge pro NP
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6 Ergebnisse und Diskussion

(pa(PI-DETA)) auf 33 %, 66 % und 100 % der RaR-Stoffmenge in Bezug auf die PI-
DETA Menge pro NP ausgewéahlt. Diese Stoffmengenangabe wird im Folgenden als x %
RaR (pa(PI-DETA)) gekennzeichnet. Die optischen Daten dieses Experiments sind in
Abbildung 6.28 dargestellt.
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Abbildung 6.28: Optische Daten nach dem Austausch der PI-DETA Liganden mit
A & B: 33 % RaR (pa(PI-DETA)), C & D: 66 % RaR (pa(PI-DETA)) und E &
F: 100 % RaR (pa(PI-DETA)).A,C,D: Normierte UV-VIS-Spektren der AuNP@QPI-
DETA/RaR. B,D,F: Normierte DLS-Messungen der AuNP@PI-DETA /RaR. Das
Farbschema ist unten in der Legende dargestellt.

Die optischen Daten des Ligandenaustauschs mit ABT und MBT aus Abbildung 6.28
zeigen weder bei 33 % und 66 % noch bei 100 % RaR (pa(PI-DETA)) signifikante Anzei-
chen einer Plasmonenkopplung (A,C,E) oder Aggregation (B,D,F). Je mehr PI-DETA
durch BPT (blau) oder NPT (rot) ausgetauscht wird (A,C,E), desto ausgepriagter und
rotverschobener wird die LSP-Dipolresonanz und desto mehr wird die Anregung von
plasmonischen Multipolschwingungen sichtbar, was auf eine starke Plasmonenkopplung
und Aggregation der AuNP hinweist. Die DLS-Messungen (Abb. 6.28 B,D,F) und ei-
ne TEM-Analyse (Abb. 6.29) bestatigen, dass es bei AuNPQPI-DETA/BPT (blau) und
AuNP@PI-DETA /NPT (rot) zur Entstehung von Aggregaten wiahrend des Ligandenaus-
tauschs kommt. Die TEM-Analyse zeigt aulerdem, dass je mehr PI-DETA durch BPT
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6 Ergebnisse und Diskussion

oder NPT ausgetauscht wird, desto groflere AuNP-Aggregate werden aufgrund der kolloi-
dalen Destabilisierung gebildet.

[33 % RaR (p,(PI-DETA))]

Abbildung 6.29: Reprisentative TEM-Aufnahmen der AuNP nach dem Liganden-
austausch mit 33 %, 66 % und 100 % BPT (blau) und NPT (rot) (pa(PI-DETA)) aus
Abbildung 6.28. Die Mafistabsleisten kennzeichnen 200 nm.

Ein Erklarungsansatz dafiir, dass besonders NPT und BPT wéahrend des Ligandenaustau-
sches starke Plasmonenkopplung aufweisen, ist, dass die aromatischen Ringe der adsorbier-
ten Verbindungen durch keine Methyl- (MBT), Amino- (ABT) oder weitere Thiolgruppe
(BPDT) sterisch abgeschirmt werden und es eventuell tiber II-II-Wechselwirkungen von
sterisch ungehinderten, auf unterschiedlichen NP adsorbierten Aromaten zu einer deutli-
chen Verringerung des interpartikulidren Abstandes kommt. 252l Ein weiterer Erklarungs-
ansatz ist ein unterschiedlicher Bindungswinkel und Volumenbedarf von NPT und BPT
auf den NP, die zu einer starken kolloidalen Destabilisierung der NP fiihren. 2% Dass die
NP mit einer 33 % BPT Codierung bereits leichte Plasmonenkopplung aufweisen, spricht
fir letzteres (Abb. 6.28 A B). Trotz der Voraggregation wurden die mit 100 % Raman-
Reporter codierten AuNP nach der 20 stiindigen RaR-Inkubation jeweils mit einem PI-b-
PEO:PI-DETA Verhéltnis von 1:30 bei gleichen Bedingungen assembliert und verkapselt.
Die Assemblierung und Verkapselung von AuNP mit 100 % NPT und 100 % BDPT waren
aufgrund von vollstandiger Prazipitation nicht moglich. In diesen Fallen wurden die 66 %
RaR (pa(PI-DETA)) codierten AuNP verwendet. Die optischen Daten und reprasentative
TEM-Aufnahmen der AuNPC@RaR sind in Abbildung 6.30 dargestellt. Die gemittelten
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6 Ergebnisse und Diskussion

hydrodynamischen Durchmesser dy der gezeigten AuNPC liegen im Bereich von ca. 180
- 230 nm. Es ist zu sehen, dass die RaR codierten AuNPC eine deutlich héhere Rotver-
schiebung der LSPR A, im Vergleich zu den uncodierten AuNPC aufweisen. Eine sehr
starke Plasmonenkopplung weisen besonders die BPT codierten AuNPC auf, deren LSPR
Banden einen Wellenléngenbereich von 500 bis 1000 nm abdecken. Die TEM-Aufnahmen
der BPT codierten AuNPC zeigen deutlich kompaktere AuNPC, deren interpartikulére

Absténde vermutlich signifikant geringer sind, als die der restlichen codierten AuNPC.

14
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Abbildung 6.30: A: UV-VIS Spektren (A = 300 — 1000 nm), B: DLS-Messungen und
C: représentative TEM-Aufnahmen der mit 0 %, 66 % und 100 % RaR (pa (PI-DETA))
codierten AuNP und mit einem PI-5-PEO:PI-DETA Verhéltnis von 1:30 (bei Standard-
flussrate) assemblierten und eingekapselten AuNPC. Die Einkapselung mit 100 % NPT
und 100 % BDPT waren aufgrund von vollstandiger Prizipitation nicht moglich. Das
Farbschema von A-C ist unten in der Legende dargestellt.

Die mit NPT, BPDT, MPT und ATP codierten AuNPC weisen im Vergleich zu den BPT

codierten und den uncodierten AuNPC eine diffuse Verteilung der NP in den Polymer-
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