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1 Einleitung

1 Einleitung

Mehr als 80 Jahre nach der Entdeckung des Raman-Effekts durch den indischen
Physiker Chandrasekhara Venkata Raman®~® sind in der Forschung und in der
Routineanalytik verschiedenste Raman-Techniken weit verbreitet.

Die Raman-Spektroskopie wird heute unter anderem in Chemie, Pharmazie, Biologie
und Medizin, sowie in den Materialwissenschaften eingesetzt. Von enormem Vorteil
ist, dass die Messungen beriithrungs- und zerstérungsfrei sind und in den meisten
Féllen eine Probenpréaparation nicht nétig ist.

Die Raman-Spektren zeigen in der Regel scharfe, gut aufgeloste Schwingungsbanden
und besitzen einen hohen Informationsgehalt beziiglich der chemischen Identitét
und der Struktur der untersuchten Molekiile. Ebenso lassen sich Wechselwirkungen
der Molekiile mit ihrer Umgebung Raman-spektroskopisch verfolgen. Es koénnen
zum Beispiel polymorphe Kristallstrukturen unterschieden werden, Aussagen iiber
die Solvatation von Molekiilen getroffen werden und die Interaktionen zwischen

molekularen Bindungspartnern charakterisiert werden.

In der Raman-Spektroskopie werden meist Dauerstrichlaser (continuous wave Laser,
cw-Laser) mit definierten Wellenléngen als Anregungslinien verwendet. Argon- und
Kryptonionen-Laser waren in den letzten 30 Jahren die iiblicherweise eingesetzten
Lichtquellen, da sie mit ihren vielen verschiedenen Laserlinien den Spektralbereich
vom Ultravioletten bis ins Nah-Infrarote abdecken. Das Spektrum an verfiigharen
Laser-Anregungswellenldngen hat sich mit der Zeit noch erweitert und durch
die fortwihrende Weiterentwicklung neuer preisgiinstiger Laser, rauscharmer
CCD-Detektoren mit hohen Quantenausbeuten, Hochdurchsatz-Spektrometern
und holographischen Filtern sind die einst kostenintensiven Ramanexperimente fiir
nahezu alle Forschungsbereiche interessant geworden.

Ein entscheidender Fortschritt war die Entwicklung der Raman-Mikrospektroskopie,
einer Kombination aus optischem Mikroskop und Raman-Spektrometer, da diese
zum einen die Untersuchung kleinster Probenmengen erlaubt und zum anderen
die ortsaufgeloste Aufnahme von Raman-Spektren ermoglicht. Durch Abrastern
einer Probe unter dem Raman-Mikroskop kann die rdumliche Verteilung einzelner

chemischer Bestandteile in Form von Falschfarbenbildern visualisiert werden.
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Die geringe Raman-Streuung von Wasser als wichtigstem Losungsmittel bei
Fragestellungen aus den Lebenswissenschaften erlaubt den Einsatz der Raman-
Spektroskopie im nativen Umfeld der Proben. So konnen beispielsweise in der
Biophysik Proteine und Zellen direkt in wéassriger Umgebung ohne aufwéndige

5 Auch in der Kklinischen Forschung wird

Vorbehandlung untersucht werden.
die Raman-Spektroskopie in den letzten Jahren zunehmend zur Untersuchung
biomedizinischer Fragestellungen eingesetzt. Die frithe Detektion von Krebs, die
Verfolgung von Anderungen der Haut wihrend medikamentoser Therapie und die
schnelle Identifizierung pathogener Mikroorganismen sind einige Beispiele.(®):(7)

Bei biologischen Fragestellungen erlaubt eine Laseranregung im roten bis nah-in-
fraroten Spektralbereich die weitgehende Vermeidung der Eigenfluoreszenz der
Proben, der so genannten Autofluoreszenz. Gleichzeitig werden durch die groferen
Eindringtiefen des Laserlichts zum Beispiel in Geweben Untersuchungen bis in

tiefer liegende Schichten moglich.

Auf Grund der geringen Effizienz der Raman-Streuung ist in vielen Anwendungs-
gebieten der Einsatz spezieller Verstdrkungstechniken nétig, um ein messbares
Raman-Signal zu erzeugen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Resonanz-Raman-
Streuung und die oberflichenverstirkte Raman-Streuung (surface-enhanced Raman
scattering, SERS) als zwei unterschiedliche Techniken zur Signal-Verstirkung

angewendet.

Kapitel 3 behandelt die Raman-spektroskopische Untersuchung von Peptidrezep-
toren in verdiinnten wéssrigen Losungen. Mittels Resonanz-Raman-Spektroskopie
werden selektiv die Raman-Banden des bindungsrelevanten Teils der Rezeptor-
molekiile verstarkt, um in Bindungsstudien deren Komplexierung mit Substraten
(Zielmolekiilen, englisch: targets) zu verfolgen. Die spektralen Anderungen withrend
der Komplexierung sollen Hinweise auf die intermolekularen Wechselwirkungen

zwischen dem Rezeptor und dem Substrat liefern.

Die ultrasensitive und selektive Charakterisierung von festphasengebundenen

Substanzen wird in Kapitel 4 behandelt. Festphasengebundene Substanzen finden
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heutzutage vielfdltigen Einsatz in der Chemie, um Nukleinsduren, Peptide oder Koh-
lenhydrate zu synthetisieren. In der Regel wird dabei ein vernetztes Polystyrolharz
mit einer Beladung von einigen 100 pmol Substanz pro Harzkiigelchen verwendet.
Mithilfe der oberflichenverstirkten Raman-Streuung (SERS) wird gezeigt, wie
der Nachweis von festphasengebundenen Substanzen auf einzelnen Harzkiigelchen
erreicht werden kann. Hierzu werden plasmonisch-aktive Silber-Nanopartikel zur

Signalverstarkung auf der Oberfliche der Harzkiigelchen eingesetzt.

In Kapitel 5 werden nanoskalige Markierungsreagenzien fiir biomedizinische Anwen-
dungen vorgestellt. Die Detektion dieser neuen Marker basiert auf dem oberflachen-
verstiarkten Raman-Effekt (SERS). Plasmonisch-aktive Edelmetall-Nanopartikel, die
mit Raman-aktiven Molekiilen bedeckt sind, geben bei Laserbestrahlung ein charak-
teristisches Streuspektrum ab. An diese SERS-Marker konnen Biomolekiile wie zum
Beispiel Antikorper konjugiert werden und nach Laserbestrahlung eindeutig identi-
fiziert werden.

Die Anwendung dieser biofunktionalisierten Nanopartikel wird abschlieend am Bei-
spiel der spezifischen Lokalisierung des prostataspezifischen Antigens (PSA) in Pros-

tatageweben gezeigt.
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2 Theoretische Grundlagen

In diesem Kapitel werden die Grundlagen der Raman-Spektroskopie und die in die-
ser Arbeit angewandten Techniken zur Verstdarkung der Raman-Streuung vorgestellt.
Anschlielend werden kurz die Grundlagen zur Synthese und Stabilitdt von Nanopar-
tikeln, zur molekularen Erkennung und zum immunhistochemischen Nachweis von

Proteinen beschrieben.

2.1 Raman-Spektroskopie
2.1.1 Raman-Streuung

Werden Molekiile mit monochromatischem Licht der Frequenz vy - typischerweise
einem Laser - bestrahlt, wird ein Teil des Lichts in alle Raumrichtungen gestreut.
Die spektrale Analyse zeigt, dass die Hauptkomponente des Streulichts die gleiche
Frequenz 1 des eingestrahlten Lichts besitzt, also elastisch gestreut wird.

Neben dieser elastischen Rayleigh-Streuung werden mit deutlich geringerer In-
tensitdt andere Komponenten mit diskreten, von vy verschiedenen Frequenzen
detektiert, welche charakteristisch fiir ein bestimmtes Molekiil sind. Der indische
Physiker Chandrasekhara Venkata Raman beobachtete 1928 als Erster das nach ihm
benannte, inelastisch gestreute Licht.=*):®) Der Raman-Effekt wurde einige Jahre
vor seiner Entdeckung von Smekal (1923),) Kramers und Heisenberg (1925),(1%)
Schrodinger (1926)*Y) und Dirac (1927)12) im Zuge der Quantenmechanik vorher-
gesagt.

Im klassischen Bild kann der Raman-Effekt als Wechselwirkung eines Molekiils mit
einer elektromagnetischen Welle erklart werden. Trifft Licht mit der Frequenz v, und
der elektrischen Feldstdrke E = FEjcos 2wyt auf ein Molekiil, so wird im Molekiil

ein oszillierendes Dipolmoment induziert:
p=a-kE, (1)

mit & der Polarisierbarkeit.
Die Intensitét I der elektromagnetischen Strahlung, die von diesem Hertzschen Dipol

abgestrahlt wird, ist proportional zur zweiten Ableitung des induzierten Dipols nach
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der Zeit:
I~ . (2)
Die richtungsabhéngige Polarisierbarkeit & des Molekiils kann durch einen zweistu-

figen Tensor beschrieben werden:

gy Ogy Oy
A= ayp apy ap |- (3)

Qpp Qzy Oy

Durch periodische Molekiilschwingungen ergibt sich eine zeitliche Anderung der Po-
larisierbarkeit. Wenn die Frequenz 1 der einfallenden elektromagnetischen Welle
weit auferhalb einer elektronischen Absorptionsbande des Molekiils liegt, ist die
Auslenkung der Atome aus der Gleichgewichtslage bei Schwingungen klein. Die Po-
larisierbarkeit o kann dann fiir eine Normalmode der Frequenz v,;;, als Taylor-Reihe
nach der Normalkoordinate Q, um die Gleichgewichtslage entwickelt werden:

a = ag+ (%)OAvib COS 2T Vit (4)

Einsetzen dieses Ausdrucks in Gl. 1 ergibt:

w = aglbycos2mugt

1/ Oa
5( @ ) Eo Ay cos 21 (Vg — Vi)t
0

9Qa

% (%) OEOAm-b cos 2m (Vg + Vyip)t -
Der erste Term beschreibt die Rayleigh Streuung, der zweite und dritte Term den
Stokes- bzw. Anti-Stokes-Anteil der Raman-Streuung. In Abb. 1 ist zu sehen wie
bei der Raman-Streuung das Molekiil in einen anderen Schwingungszustand versetzt
wird. Nach dem Stokes-Prozess befindet sich das Molekiil in dem héheren Schwin-
gungszustand f und die Stokes-Streuung besitzt eine niedrigere Frequenz bzw. gréfie-
re Wellenldnge als das eingestrahlte Laserlicht. Fiir den Anti-Stokes-Prozess muss
sich das Molekiil bereits in einem angeregten Schwingungszustand (hier: f) befinden,
um Strahlung mit hoherer Frequenz bzw. kiirzerer Wellenldnge zu emittieren. Nach
der Boltzmann-Verteilung kann das Verhéltnis der Intensitdten von Anti-Stokes-
und Stokes-Raman-Banden berechnet werden:

[A;S _ (Vo + Vvib)4 26_%

Is 90

) (5)

Yo — Vyib
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virtuelle e
. )
Niveaus
B S i
VO v0 VO vS V0 vAS
f " N,
i Y y_vib Y Ni
Rayleigh Stokes Anti-Stokes

Abb. 1: Energieniveau-Darstellung der elastischen Rayleigh-Streuung, inelastischen Stokes-

und Anti-Stokes-Raman-Streuung im elektronisch nicht-resonanten Fall.

mit g1, go dem Entartungsgrad der Schwingungszustéinde.

Da die Besetzung vibronisch angeregter Zustéinde um den Faktor e # Kleiner als
im Grundzustand ist, sind die Intensititen der entsprechenden Anti-Stokes-Linien
im Spektrum erheblich geringer als die der Stokes-Linien, welche aus der Wechsel-

wirkung des einfallenden Lichts mit Molekiilen im Grundzustand herriihren.
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2.1.2 Resonanz-Raman-Streuung

Die folgende Beschreibung der Resonanz-Raman-Streuung basiert auf in Monogra-
phien erschienenen Darstellungen von H. Hamaguchi®™ sowie R. H. Felton und
N.-T. Yu.("¥

Wiihrend bei der Raman-Streuung nur eines von ungefihr 10° Photonen inelastisch
gestreut wird, erlaubt der Resonanz-Raman-Effekt die selektive Verstdrkung der
Intensitét einiger Raman-Banden um mehrere Groflenordnungen. Hierzu muss die
Anregungswellenléinge des Lasers auf einen elektronischen Ubergang des Molekiils
abgestimmt werden.

Die gesamte Raman-Intensitdt im Raumwinkel 47 eines zufillig orientierten Mo-

lekiils ist im Rahmen des halbklassischen Ansatzes gegeben durch:

Ipi = Clovi, Y |(@po) sl (6)

PO
wobei [y die eingestrahlte Intensitdt bei der Anregungsfrequenz vy des Lasers, C
eine vom verwendeten Einheitensystem abhéngige Konstante und v, = vy £+ vy,
die Frequenz der verschobenen Stokes- bzw. Anti-Stokes-Streustrahlung bei einem

Raman-Ubergang vom Zustand ¢ nach f sind.

y vib Y

Stokes Anti-Stokes

Abb. 2: Energieniveau-Darstellung der Resonanz-Raman-Streuung. Die Frequenz vy des an-

regenden Lasers ist in Resonanz mit einem elektronisch angeregten Zustand des Molekiils.
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Ausgehend von der Kramers-Heissenberg-Dirac (KHD)-Dispersionsrelation: (%)

(%)ﬁ:Z{h(<ﬂRp|r><r|Ro|z‘>. PR CLADIGIAD) } -

vy — v —vg) — il h(v, —vp + 1) — il

T

werden mit

i) = lg)lvi)
1f) = lg)lvs) (8)
) = ledlve)

adiabatische Born-Oppenheimer-Ndherungen fiir den Anfangszustand i), den End-

zustand |f) und einen beliebigen angeregten Zustand |r) eingefiihrt. Man erhélt: (1)

(Cproug s = Z{ (gug|Ryleve){eve| Ro|gvi ) N (gvs|Ro|eve) (eve| Ry|gui ) } ()

e h(Veve — Vgu; — VO) - ireve h(Veve - ngf + VO) - ireve
sve

Der Nenner des ersten Summanden wird sehr klein, wenn die Resonanzbedingung
(hVey, — hvgy,) = 1y erfiillt ist. Folglich wird bei der Betrachtung des Resonanz-
Raman-Effekts der zweite Summand vernachléssigt.

Um die Abhéngigkeit der elektronischen Wellenfunktionen von den Normalkoordina-
ten (), zu beschreiben, werden analog zu GI. 4 in Kap. 2.1 diese in einer Taylor-Reihe
um die Gleichgewichtslage des elektronischen Grundzustands entwickelt (Herzberg-

Teller-Erweiterung): (%)

So|h |€0
= leo) +Zzh (Voo — 720) Qa’50>

= [g0) +zzht0'h 0 Qult)

V — V.
o g#t g0 tO

(10)

0Qa
und |to) sind die von den Normalkoordinaten Q unabhéngigen elektronischen Wel-

Die Grofle h, = <M> ist der vibronische Kopplungsoperator. |eg), |go), |So)
0

lenfunktionen. Durch Einsetzen von GIl. 10 in Gl. 9 erhélt man die so genannten
Albrecht-Terme. Der C-Term, der durch Einsetzen der Erweiterung von |g) erhal-

ten wird, ist im Folgenden vernachlissigt:(1)

(O‘po)gvf,gvi = Apo + Bpo (11)
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mit
Mp Mg, gvf|eve> (eve|gui)

ZZ h ,/eve _ o VO) _ Zreve (12)

e£g Ve

und

{s0lhaleo)
Z Z Z ; hvey — hvgo) (AVey, — hvge, — hg — iLev. ) (9)

e#g s#e Ve
(MM gyl Qaleve) (evelgus) + MEMZ, (gusleve) (evel Qalgvs)].

Die GréBe Mp, = (go| R,|eo) ist das rein elektronische Ubergangsmoment; (guv|ev,)
ist das Schwingungs-Uberlapp-Integral zwischen dem elektronischen Grundzustand
|go) im vg-ten Schwingungszustand und einem elektronisch angeregten Zustand |eg)
im v.-ten Schwingungszustand.

Der Zahler des A-Terms in Gl. 12 enthélt zwei Franck-Condon (FC)-Integrale und
|M,.|?, das Quadrat des rein elektronischen Ubergangsmoments. Die FC-Integrale
{g1|e0) oder (e1|g0) sind nur bei totalsymmetrischen Schwingungen ungleich Null.(*%)
Eine weitere Bedingung fiir Resonanz—Raman—Streuung nach dem A-Term ist, dass
die Gleichgewichtsgeometrie des angeregten Zustands entlang den symmetrischen
Moden im Vergleich zur Gleichgewichtsgeometrie des Grundzustands verschoben
sein muss. Auf Grund des quadratisch in Gl. 12 eingehenden Ubergangsdipolmo-
ments werden bei stark dipolerlaubten Ubergingen die polarisierten Moden das
Resonanz—Raman—Spektrum dominieren. Bei Anregung in schwach dipolerlaubte
Absorptionsbanden, wie z. B. die Q-Bande in Metalloporphyrinen, erfahren total-
symmetrische a;,-Moden nur eine schwache Resonanzverstirkung.'®)

Der Anteil des B-Terms am Resonanz—Raman—FEffekt kommt von der so genann-
ten ,,geborgten Intensitit® oder vom verbotenen Charakter des |e) « |g)-Uber-
gangs, dessen Verstirkung proportional zu |{glfelso)solhalen) | 5ot “Deghalb benstigt

h(VeO 7VSD)

die Raman—Streuung nach dem B-Term einen zweiten elektronisch anregbaren Zu-

stand |s), dessen Ubergang aus dem elektronischen Grundzustand dipolerlaubt
({go|Ro|so) # 0) und die vibronische Kopplung mit |e) signifikant gross sein muss
(s #0)-

Der schwingungsrelevante Teil des B-Terms enthilt die Integrale (v;]Q.|ve) und
(Ve|Qalvs); dadurch kann es zu einem Ubergang mit Anderung der Schwingungs-
quantenzahl um 1 kommen, auch wenn die Minima der Potentiale von |e) und |g)

entlang einer Normalmode nicht verschoben sind." Somit kénnen Ubergiinge, die
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mit nicht-totalsymmetrischen Schwingungen verbunden sind, an Intensitit gewin-
nen. Im Gegensatz zum A-Term werden bei Streuung nach dem B-Term jedoch keine
Oberténe (Av > 1) erwartet. (1)

10
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2.1.3 Oberflachenverstarkte Raman-Streuung (SERS)

Oberflachenverstirkte Raman-Streuung (surface-enhanced Raman  scattering,
SERS) ist eine ultrasensitive Variante der Raman-Streuung fiir Molekiile in der
Néhe plasmonisch-aktiver Nanostrukturen. Die physikalischen Grundlagen dieses
1977 entdeckten Phénomens sind heute zwar weitgehend verstanden, doch extre-
me Verstarkungen des Raman-Signals bestimmter Molekiile sind immer noch nicht
eindeutig geklirt.('9) Da die Intensitit der Raman-Streuung proportional zum Qua-
drat des induzierten Dipolmonents y = & - E ist (siehe Kapitel 2.1), kann eine
Verstéarkung sowohl iiber die Polarisierbarkeit &, als auch iiber die Erhchung des
elektrischen Feldes E erfolgen. Der wichtigste Beitrag ist unumstritten der Einfluss
der elektromagnetischen Verstarkung: durch die optische Anregung von Oberflichen-
plasmonen wird ein erhohtes elektromagnetisches Feld im Nahfeld nanostrukturierter
Metalle erzeugt. Molekiile, die sich in diesem Nahfeld befinden, sind hoheren elek-
trischen Feldern ausgesetzt, und die Intensitéit der Raman-Streuung wird verstérkt.
Gold und Silber eignen sich besonders zur Herstellung von Substraten fiir die SERS-
Spektroskopie, weil hier Plasmonen im sichtbaren Spektralbereich angeregt werden
koénnen, die zu einer Verstiarkung des elektrischen Felds fithren. Die am héufigsten
eingesetzten SERS-Substrate sind Nanopartikel, aufgeraute Elektroden oder raue
Filme aus Gold und Silber. Die besonderen optischen Eigenschaften von Silber- und
Gold-Nanostrukturen hangen mafigeblich von den dielektrischen Funktionen der Me-
talle ab.

Partikelplasmon

Die optischen FEigenschaften von Edelmetall-Nanopartikeln lassen sich weitgehend
mit dem in Abb. 3 dargestellten Bild der Wechselwirkung mit einem elektromagneti-
schen Feld erkliren.'” Nach dem Drude-Modell liegen die Leitungsbandelektronen
des Metalls als Elektronengas vor und erfahren durch die Wechselwirkung mit dem
einfallenden elektromagnetischen Feld eine Auslenkung relativ zu den positionsfes-
ten positiv geladenen Atomkernen. Die dabei entstehende Coulomb-Anziehung zwi-
schen Leitungsbandelektronen und Atomriimpfen bewirkt eine Riickstellkraft. Das
Elektronengas oszilliert als klassischer getriebener Oszillator mit der Frequenz des

eingestrahlten Lichts. Die kollektive Anregung des Elektronengases zu Schwingun-

11
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Elektrisches Feld

Nanopartikel

Abb. 3: Optische Anregung einer kollektiven Schwingung des Elektronengases in einem
Edelmetall-Nanopartikel. Die Resonanzfrequenz hiangt hauptsichlich von dem Material sowie

Grofle und Form des Nanopartikels ab.

gen wird als Plasmon bezeichnet. Durch die Beschleunigung von Ladungen kommt
es zu einer Emission von elektromagnetischer Strahlung mit der Frequenz des anre-
genden Lichts.

Die Resonanzbedingungen fiir Plasmonen lassen sich unter Verwendung der kom-
plexen dielektrischen Funktion der Metalle berechnen. Als einfaches Modell fiir
Partikel, die viel kleiner sind als die Wellenlénge des Lichts, kann die sogenann-
te Rayleigh-Néherung verwendet werden. Diese Néherung ist fiir Metallpartikel mit
einem Durchmesser kleiner 40 nm anwendbar, da hier die Amplitude und die Phase

des elektrischen Feldes rdumlich im Partikel als nahezu konstant angesehen wer-

2

den konnen. Die wellenlingenabhéngigen Streu- und Absorptionsquerschnitte fiir
ein einzelnes Partikel ergeben sich zu:(
k4 873 2

18)
_ ey o (e
Fsca = 67 | \ € 30 [\ g
o 2 «
Oabs = kIm (a) = Tfm (%) y (15)

mit k£ = 27” und der Polarisierbarkeit a@ aus der Clausius-Mossotti-Beziehung:

(14)

€Metall — €Matriz
(eMetall + 2€Matm'x)
Gl. 16 beschreibt die Polarisierbarkeit « eines sphérischen Partikels in Abhéngigkeit

o = 3V€0 (16)

von der (komplexen) dielektrischen Funktion des Metalls €preranr = €17erair + 1€ Aretatl

12



2 Theoretische Grundlagen

des Mediums €445 und dem Partikelvolumen V.

Es wird ersichtlich, dass der Streuquerschnitt quadratisch mit dem Volumen des
Partikels ansteigt, wahrend sich fiir den Querschnitt der Absorption eine lineare
Abhéngigkeit ergibt. Die Resonanzbedingung fiir Absorption und Streuung ist nach
Gleichungen 14 und 15 erfiillt, wenn der Nenner in Gl. 16 minimal wird:

1"

|€rtetatt + 2€0atriz| = Mmin = (EIMetall + 2€Matrix)2 + (eMetall)2 = man. (17)

Wenn der wellenlingenabhiingige Imaginérteil der dielektrischen Funktion € klein

ist oder deren Ableitung nach der Wellenldnge gegen Null geht, erhédlt man:

6/]\/[etall<wres) = _2€Matrix . (18)

Dementsprechend muss das Verhiéltnis des Realteils der dielektrischen Funktion des
Metalls zum Medium gleich -2 sein, um die Resonanzbedingung zur Anregung eines
Plasmons zu erfiillen.

Die Rayleigh-Néherung erlaubt fiir kleine Partikel eine gute Vorhersage der Reso-
nanzfrequenz. Die exakte Berechnung der Streu- und Absorptionsquerschnitte von
sphérischen Partikeln sind allerdings durch die Mie-Theorie gegeben. Die Streu-,
Extinktions- und Absorptionsquerschnitte werden in der Mie-Theorie berechnet
durch:(1®)

W 2T —
e sca = — 2L 1 * 2 2 1
Ooea = 7= = TiP L§1( +1) - (lar]® + [b2]%) (19)
” ext 27T -
Ot = T = _|k:|2 LEZI(QL +1)- Re(ay +bp) (20)
Oabs = Oext — Osca » (21)

wobel I;,, die Intensitdt des einfallenden Lichts und k = 27“ den Wellenvektor der
einfallenden Lichtwelle beschreibt. Mit den Mie-Koeffizienten a; und b;, werden die
Kugelflachenfunktionen auflerhalb des Partikels nach den Multipolordnungen L ent-

wickelt:

— mapy (ma)y (x) — o (x)yy (ma)
mipr,(mx)&p (x) — ()i (ma)

(22)

13



2 Theoretische Grundlagen

b, = Gr(ma)iy (&) — mapy, (x)y (m)
Yr(mx)§p (x) — mép(x)Py (mx)

Mit m = :3%“” dem relativen Brechungsindex des Partikelmaterials zur Umgebung

(23)

und den Riccati-Bessel-Funktionen L-ter Ordnung vy und £;. Der Gréflenparameter
(Mie-Parameter) « = 22 ist das Verhéltnis vom Partikelradius 7 zur Wellenlinge.

Durch eine Erweiterung der Mie-Theorie lassen sich auch Extinktionsspektren von
sphérischen Nanopartikeln, die aus mehreren konzentrischen Lagen unterschiedlicher

Materialien aufgebaut sind, berechnen.

Elektromagnetische SERS-Verstarkung

Die Verstiarkung V' der Raman-Streuung eines Molekiils in der Né&he eines
Edelmetall-Nanopartikels hdngt sowohl von dem lokalen elektrischen Feld der Parti-
kel bei der Anregungsfrequenz v ab, als auch von der Stérke des Feldes der Stokes-

verschobenen Frequenz v, = vy — vp;. (1921

V o< |E(vo) P E(vic) (24)

In Abb. 4 ist schematisch die Verstiarkung der elektromagnetischen Felder aufgezeigt.
Hierbei wirkt auf das Molekiil das urspriingliche Feld Eg und das in der Metallsphére
induzierte Feld F);. Das elektromagnetische Feld an der Partikeloberfliche nimmt
mit dem Abstand d von der Oberfliche um den Faktor 1/d® ab. Je niher sich das
Molekiil an der Partikeloberfldche befindet, umso gréfer ist der Beitrag von Ej; und
der Ramanprozess wird mit einer hoheren lokalen Intensitit angeregt.

In der zweiten Stufe der Verstdrkung wird die Raman-Streuung des Molekiils
durch das Metallpartikel verstéirkt. Das Metallpartikel selbst emittiert keine Raman-
Streuung. Die Emission des Partikels kann vielmehr als Antennen-Effekt verstanden
werden, bei dem ausschlielich der im Molekiil induzierte Dipol als mégliche Ener-
giequelle zur Verfiigung steht.

Die Emissionsverstirkung der Raman-Streuung erfolgt durch eine Anderung der
lokalen Modendichte des elektromagnetischen Feldes durch den plasmonischen Re-
sonator bei der Emissionsfrequenz v,.. Die Dephasierung eines Plasmons in Gold-
und Silber-Nanopartikeln kann 7 - 18 fs betragen.®?>?3) Wenn in diesem Zeitin-

tervall ein Molekiil wieder durch das erhohte elektrische Feld bei 1, angeregt wird,

14
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ERM
Metall |—>

Detektor
° EMl /ER

Molekdl

Abb. 4: Schematische Darstellung der elektromagnetischen Verstérkung an einem einzelnen
plasmonisch-aktiven Nanopartikel. Die einfallende elektromagnetische Welle Eg regt das Par-
tikelplasmon an und Ej; ist das durch Mie-Streuung elastisch gestreute Feld. Auf das Molekiil
wirken Eqg und Ej;. Der Detektor registriert die direkte Raman-Streuung des Molekiils Er

und die iiber das Plasmon verstirkte Raman-Streuung Egj;.

steigt entsprechend Fermis Goldener Regel die Wahrscheinlichkeit der Ramanstreu-
ung.*": (%) Rechnungen zeigen, dass die Effizienz der Emissionsverstiarkung durch
die Nanopartikel so gut wie identisch zur Verstarkung des anregenden Laserfeldes
ist.(26) Die so verstiarkte Raman-Streuung des Molekiils ist in Abb. 4 als Egy ein-
gezeichnet. Am Detektor werden die direkte Raman-Streuung des Molekiils und die
iiber das Plasmon verstiarkte Raman-Streuung registriert.

Unter Beriicksichtigung der sich mit d? vergréfiernden Oberfliche einer Schale
aus Molekiilen, nimmt die SERS-Verstirkung mit (ﬁ—d)*lo fiir einen sphérischen
Partikel mit Radius r mit dem Abstand d des Molekiils zur Oberfliche ab.
Die Abstandsabhéngigkeit der SERS-Verstarkung konnte experimentell bestétigt

werden. (29

Allgemein sind Nanopartikel mit niedrigem Absorptionsquerschnitt (geringe Damp-
fung) und somit hohem Streuquerschnitt ideale SERS-Substrate, da sich diese Parti-
kel bei Laserbestrahlung kaum erhitzen und an ihnen mit hoher Effizienz die Stokes-
Photonen gestreut werden. Besonders hohe SERS-Verstarkungen kénnen erreicht
werden, wenn es zu einer Kopplung von Plasmonen, wie zum Beispiel in Aggregaten

von Nanopartikeln kommt. An den Beriihrungspunkten zwischen einzelnen Nano-
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partikeln treten enorm hohe elektrische Feldstarken auf, die als hot spots bezeichnet
werden. In den letzten Jahren sind erfolgreich Methoden entwickelt worden, um
periodische Nanostrukturen mit kontrollierbarer Plasmonenkopplung durch Nanoli-
thographie herzustellen. (V)

In der Literatur wird von SERS-Verstirkungen in aggregierten Silberkolloiden bis
10% fiir hot spots berichtet und es konnte gezeigt werden, dass sich mit der SERS-

Technik sogar einzelne Molekiile nachweisen lassen.(?7): (28)

Chemische Verstarkung

Weitere Verstarkungseffekte, die mit dem elektromagnetischen Ansatz nicht erklért
werden konnen, miissen nach GI. 1 in einer verédnderten Polarisierbarkeit des Raman-
aktiven Molekiils griinden. Zusammenfassend werden sie Chemischer Effekt genannt.
Sein Beitrag zur SERS-Verstirkung ist mit ~ 10? eher gering. Mehrere Model-
le fiir verschiedene Mechanismen wie Adsorbat-lokalisierte Resonanzeffekte oder
Ladungstransfer-Resonanzen (englisch: charge transfer, CT) vom Metall zum Ad-

sorbat werden diskutiert.(29)-(31)

SERS-Auswahlregeln

Ist ein Molekiil an ein SERS-Substrat adsorbiert, so erhélt man in der Regel keine
gleichméBige Verstirkung der Raman-Banden im Spektrum des freien Molekiils.
Auf Grund der Geometrie der Adsorption an der Metalloberfliche gelten fiir die
oberflichenverstirkte Raman-Streuung andere Auswahlregeln und es werden im
Vergleich zum Raman-Spektrum verdnderte Intensitatverhéltnisse einzelner Banden
im SERS-Spektrum beobachtet.

Im lokalen kartesischen Koordinatensystem, mit der z-Achse parallel zur Normalen
der Metalloberfliche, ergibt sich der effektive Raman-Tensor a.ys fiir ein auf einem

sphirischen Partikel adsorbiertes Molekiil zu:(2)
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Qgy axy 6(C‘)S)Oéa:z

- i (@s)
ST )t elws) w2 | e S RS
i €(wr)az, €(wr)ay, elwr)e(ws)as,

(25)

Es kénnen daher nur Schwingungsmoden von ,,z-Anteilen* des Tensors ungleich Null
verstéirkt werden. Somit werden Schwingungen entsprechend ihrer Orientierung, die
sie durch die Adsorption des Molekiils relativ zur Oberfliche einnehmen, unter-

schiedlich stark an Raman-Intensitdt im SERS-Spektrum gewinnen.
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2.2 Metallkolloide

Nanopartikel besitzen sehr interessante groflienabhéngige elektrische, optische, mag-
netische und chemische Eigenschaften. Fiir viele zukiinftige technologische Anwen-
dungen ist die Synthese monodisperser Nanopartikel die Grundvoraussetzung. Es
existieren zwei Wege, um Nanopartikel zu synthetisieren: der vom Groflen ins Klei-
ne gerichtete Ansatz (im Englischen: top-down), bei dem physikalische Methoden
zum Zerkleinern makroskopischer Ausgangsstoffe eingesetzt werden, und der kol-
loidchemische vom Kleinen ins Grofe gerichtete Ansatz (im Englischen: bottom-up)
in Losung. Die physikalischen Methoden erlauben die Produktion von Nanoparti-
keln in groflen Mengen, wobei die Kontrolle der Grofle und der Groflenverteilung
oft schwierig ist. Im Gegensatz dazu konnen iiber kolloidchemische Synthesen ein-
heitliche Nanopartikel mit kontrollierbarer GriéBe hergestellt werden.(®3)-(4 Durch
spezielle Reaktionsbedingungen kann auch die Form der Nanopartikel kontrolliert
werden. Beispiele hierfiir sind Nano-Stdbchen, Nano-Wiirfel und andere platonische

Korper. (35):(36)

Reduktionsmechanismus

Die Reduktion oxidierter Metallverbindungen zu neutralen Atomen basiert auf
Redox-Reaktionen, in denen Elektronen von einem Reduktionsmittel auf das Metall

{ibertragen werden:®7)

mMe™" 4+ nRed — mMe® + nOx. (26)

Die treibende Kraft fiir diese Reaktion ist der Unterschied in den Redox-Potentialen
AFE. Aus der GroBle AE kann die Gleichgewichtskonstante der Reaktion K, berech-

net werden:

In K, =nFAFE/RT, (27)

mit der Anzahl der im Redoxsystem auftretenden Elektronen n, der Faradaykon-
stante F', der allgemeinen Gaskonstante R und der absoluten Temperatur 7. Die
Reaktion ist nur dann thermodynamisch moglich, wenn das Redox-Potential AE

positiv ist. In der Praxis sollte der Wert fiir AE grofler als 0.4 V sein, um eine
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Redox-Reaktion zu beobachten. Stark elektropositive Edelmetalle wie Gold und Sil-
ber (Ey > 0.7 V) reagieren bereits mit milden Reduktionsmitteln wie Ascorbinséure

bei Raumtemperatur.©?

Lésungsmitteleffekte

Die Reduktion oxidierter Metallverbindungen kann sowohl in wéssrigen als auch in
organischen Losungsmitteln durchgefiithrt werden. Da viele Metallsalze in Wasser
16slich sind, ist die Herstellung von Metallpartikeln in wéssrigen Losungen rela-
tiv einfach. Die hohe Polaritdt des Wassers fiihrt zu einer hohen elektrostatischen
Stabilisierung der gebildeten Metallpartikel, die eine Partikelaggregation bei ausrei-
chend geringer Partikelkonzentration verhindert. Zur Synthese von Metallpartikeln
in Losungsmitteln mit geringerer Polaritdt sind meist Polymere oder Tenside zur
Stabilisierung notig. Polyole kénnen in der Synthese sogar eine dreifache Rolle iiber-

nehmen: als Losungsmittel, Reduktionsmittel und Stabilisator.

Mechanismus der Partikelbildung

In Abb. 5 ist das Konzept von LaMer und Mitarbeitern®® aus dem Jahr 1950 zum
Mechanismus der Bildung monodisperser Nanopartikel in Losung dargestellt. Die
Konzentration der freien (monomeren) Metallatome in Losung ist als Ubersitti-
gung S gegen die Reaktionskoordinate aufgetragen.* In der ersten Phase (I) steigt
nach der Zugabe des Reduktionsmittels die Konzentration an Metallatomen in der
Losung bis in der zweiten Phase (II) Nukleationskeime gebildet werden. Da die
Energiebarriere fiir die Keimbildung sehr hoch ist, beginnt dieser Prozess erst bei
Metallatom-Konzentrationen weit iiber der Ubersittigung (S=1). Fallt durch die
Bildung von Keimen die Monomerkonzentration unter Sy so geht das System in die
Partikelwachstumsphase (Phase I1I) {iber und die Keimbildung geht gegen Null. Die
Keime wachsen nun so lange wie die Losung iiberséttigt mit Metallatomen (S>1)
ist.

Dieses Modell beschreibt anschaulich die Bildung monodisperser Nanopartikel mit

nur zwei Prozessen: der Keimbildung und dem Partikelwachstum. Nach heutigem

2Die Metallatome werden wihrend der Redoxreaktion aus den gelosten Metallionen gebildet. Eine

Ubersittigung von 1 bedeutet eine gesittigte Losung an elementaren Metallatomen.
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o S=Sk
c
=]
2
©
4
[0
e}
]
S=1

Zeit

Abb. 5: Modell von LaMer: Zeitabhiingige Anderung der Ubersiittigung wéihrend der Synthese

monodisperser Nanopartikel.

Wissensstand sind die Mechanismen der Partikelbildung in weitere mogliche Pro-
zesse unterteilt. 37 (39)
Die nach dem Reduktionsprozess gebildeten Metallatome sind unloslich in dem

Losungsmittel und aggregieren schrittweise zu Clustern:
aMe’ = (Me2)cruster - (28)

Diese Cluster sind dynamische Gebilde, die sich in einem sténdigen Dissoziations-
Kondensations-Prozess befinden.

Wenn geniigend Metallatome wahrend des Redox-Prozesses erzeugt werden, errei-
chen die Cluster eine kritische Gréfle und feste Partikel, die so genannten Keime,

werden aus der Losung abgeschieden:

(Meg)CZuster + yMeO - (Meg+y)K6im . (29)

Die Anzahl und Groéfle der Keime héngt von vielen Parametern ab: der Metall-
konzentration, dem Redox-Potential der Reaktion, der Temperatur, der Art und
Konzentration des Stabilisators, der Viskositdt und der Oberflichenspannung des
Losungsmittels. Steigt die Konzentration an Metallatomen weiter, wachsen die Kei-

me zu priméren Nanopartikeln:
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(Me)) reim + mMe” — (Me)) ) prim NP - (30)

Diese priméren Nanopartikel besitzen eine hohe Oberflachenkriimmung mit einem
hohen Verhéltnis der Partikeloberfliche zum Partikelvolumen und stellen ein System
grofler freier Energie dar. Das Partikelwachstum kann iiber zwei Wege erfolgen:
langsames Wachstum durch Diffusion weiterer Metallatome an die Partikeloberfléiche
(Gl. 31) und/oder schnelle VergroBerung der Partikel durch Aggregation (Gl. 32)

(Meo)prim.]\fp + mMeO - (MGO)NP (31)

m(MeO)prim.NP - (MGO>NP : (32)

Um stabile Suspensionen von Metall-Nanopartikeln herzustellen, muss der Aggrega-
tionsprozess bereits in einem frithen Stadium der Partikelbildung verhindert werden.
Dies kann durch elektrostatische, sterische oder elektrosterische” Stabilisierung der
Partikel erfolgen. In verdiinnten Systemen kann die elektrostatische Stabilisierung
sehr effizient sein. Eine hohe Konzentration und folglich eine hohe Ionenstérke fithrt
zu einer Kompression der elektrischen Doppelschicht um die Partikel, die elektro-
statische Abstoffung nimmt ab und die Partikel aggregieren (siehe unten). Deshalb
werden solche Systeme durch Adsorption von Tensiden, Polymeren oder Polyelek-
trolytmolekiilen auf der Partikeloberfliche sterisch oder elektrosterisch stabilisiert.
Die sterische und elektrosterische Stabilisierung bewirken eine Abschirmung der at-

traktiven van der Waals-Krafte zwischen den Partikeln.

Das Zeta-Potential

Ein Maf fiir die Stabilitdt von kolloidalen Suspensionen ist das Zeta-Potential. Es
gibt Aufschluss iiber die fiir die elektrostatische Abstoflung verantwortliche Ladung
der suspendierten Partikel. Im Allgemeinen gilt: je grofler der Betrag des Zeta-
Potentials, desto geringer ist die Tendenz der Teilchen Aggregate oder Agglomerate

zu bilden.

PElektrosterische Stabilisierung bezeichnet die Kombination aus elektrostatischer und sterischer

Stabilisierung. Ein typisches Beispiel sind partiell geladene Polymere, die Polyelektrolyte.
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Das Zeta-Potential wird in mV angegeben und beschreibt die elektrische Poten-
tialdifferenz an der Grenzfliche zwischen fester und fliissiger Phase. Beide Seiten
dieser Grenzschicht sind mit Ladungen entgegengesetzter Vorzeichen geladen. Je
nach Zusammensetzung der Partikel kénnen die Ladungen durch Dissoziation von
zum Beispiel Amino- oder Carboxyl-Gruppen auf der Partikeloberfliche oder durch
spezifische Adsorption von Ionen entstehen.

In Abb. 6 ist gezeigt, wie die Anreicherung von fixierten Ladungen an der Partikel-
oberflache (innere Helmholtz-Schicht) zur Ausbildung einer elektrochemischen Dop-
pelschicht mit Tonen entgegengesetzter Ladung (die so genannte duflere Helmholtz-
Schicht) fiihrt. 0

Héaufig besteht die innere Helmholtz-Schicht aus negativ geladenen und dehydrati-
sierten Ionen wie zum Beispiel Chlorid. Die Ionen der dufleren Helmholtz-Schicht
sind ebenfalls fixiert, liegen jedoch hydratisiert vor. Die Bindung erfolgt iiber elek-
trostatische Anziehung, sowie iiber van der Waals-Kriifte.*?) Auf Grund des groBe-
ren Abstands der zweiten Helmholtz-Schicht zur Partikeloberfliche sind die van der
Waals-Wechselwirkungen weniger stark ausgeprigt. Innere und duflere Helmholtz-
Schicht werden als Stern-Schicht oder Sternsche Doppelschicht bezeichnet (siehe
Abb. 7). Wegen der Hydrathiille haben die positiven adsorbierten Ionen einen grofie-
ren Platzbedarf und die negative Ladung der ersten Helmholtz-Schicht kann somit
nicht vollstédndig kompensiert werden. Die restliche negative Ladung des Partikels

und die der inneren Helmholtz-Schicht wird durch eine diffuse Schicht an Gegenionen

Abb. 6: Schematische Darstellung der Io-
nenverteilung um einen Nanopartikel (NP).
In der ersten Schicht (innere Helmholtz-
Schicht) um den Partikel sind negative
dehydratisierte Ionen fest auf der Ober-
fliche adsorbiert. Die zweite Schicht (du-
Bere Helmholtz-Schicht) aus positiv gelade-
nen hydratisierten Ionen ist ebenfalls fest
adsorbiert. Die Konzentration an Gegen-
ionen nimmt in der diffusen Schicht mit
grofer werdendem Abstand von der Partikel-

oberflache schnell ab.
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Abb. 7: Oben: Darstellung eines kleinen Ausschnitts der Partikeloberfliche unter Ver-
nachlissigung der Oberflichenkriimmung. Auf dem Partikel (links) ist eine Schicht aus ne-
gativ geladenen dehydratisierten Tonen fest adsorbiert (innere Helmholtz-Schicht). Die zweite
Schicht besteht aus hydratisierten positiv geladenen Ionen (iufiere Helmholtz-Schicht) und ist
ebenfalls fest adsorbiert. Die negative Ladung der inneren Helmholtz-Schicht wird durch frei
bewegliche positiv geladene Ionen in der diffusen Schicht kompensiert. Unten: Potentialverlauf
in Abhéngigkeit vom Abstand d zur Partikeloberfldche.

kompensiert. In dieser diffusen Schicht sind die Gegenionen nicht an der Partikel-
oberfliche fixiert, sie sind beweglich. Wie in Abb. 7 gezeigt, ist in unmittelbarer
Néhe zur Teilchenoberfliche die Konzentration an positiven Gegenionen sehr hoch,
nimmt aber exponentiell mit zunehmendem Abstand von der Teilchenoberfléiche ab,
bis sich schliellich die entgegengesetzten Ladungen kompensiert haben und das Po-
tential gegen Null abgefallen ist.

Die exponentiell abfallende Ionenverteilung im Gleichgewichtszustand wird durch
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die Boltzmann-Verteilung beschrieben:(*):(“1)

AE _veg¥(x)
kT

mit n* der Konzentration an Gegenionen im Abstand z von der Teilchenoberfléiche,
n der Konzentration an Gegenionen in unendlicher Entfernung von der Teilchen-
oberfliche, v der Wertigkeit des Ions, ¢y der Elementarladung, ¥ dem Potential im
Abstand x von der Oberfliche und k£ der Boltzmann-Konstante.®

Da Ionen in der Losung beweglich sind, kommt es bei der Diffusionsbewegung der
Teilchen zum Verlust eines Teils der Gegenionen der duflersten diffusen Schicht.
Die von der Teilchengeschwindigkeit abhéngige Lage der Grenzfliche der abgestreif-
ten diffusen Schicht wird als Scherebene S bezeichnet. Wird nun eine Suspension
von Teilchen einem elektrischen Feld ausgesetzt, erfahren die Teilchen eine Be-
schleunigung hin zur entgegengesetzt geladenen Elektrode. Bei ausreichend hoher
Feldstédrke und somit ausreichender Teilchengeschwindigkeit wird nahezu die ganze
diffuse Schicht abgestreift.

In der Praxis wird das Zeta-Potential bei hohen Feldstéirken bestimmt und oft néhe-
rungsweise dem Stern-Potential gleichgesetzt. Diese Naherung gilt jedoch nur fiir
Suspensionen mit extrem niedrigen Elektrolytkonzentrationen, weil bei hoherer To-
nenstérke eine Verringerung der Schichtdicke der diffusen Schicht erfolgt (siehe Abb.
8).

Die Dicke der diffusen Schicht ist definiert als der Abstand von der Partikel-
oberflache, bei der das Stern-Potential auf 1/e abgefallen ist. Diese Definition wurde
eingefiihrt, weil sich das Stern-Potential exponentiell Null nédhert und sich nur ein
unendlicher Wert fiir die Schichtdicke ergeben wiirde. Der Abfall auf 1/e entspricht
ca. 37 % des Ausgangspotentials.

In hochverdiinnten Losungen ist die Konzentration an Gegenionen so gering, dass
der Abfall des Stern-Potentials iiber eine grofie Distanz von der Partikeloberfliche
erfolgt. So betridgt die Dicke der diffusen Schicht in wéssrigen Suspensionen mit
einer NaCl-Konzentration von 107% mol/l mehr als 100 nm. Eine Erhshung der

Gegenionen-Konzentration bewirkt eine Anreicherung der Gegenionen in der Néhe

¢Anmerkung: Die Energiedifferenz AFE ergibt sich aus dem abstandsabhingigen elektrischen
Potential ¥(z) in Volt multipliziert mit der Elementarladung e in Coulomb (Umrechnung:
C-V=A-5-V=W-s=1)
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Abb. 8: Potentialabfall in der diffusen Schicht bei Nanopartikel-Suspensionen unterschied-
licher Ionenstérke. Fine hohe Konzentration an Ionen in der Losung bewirkt ein schnelles
Abfallen des Stern-Potentials mit zunehmendem Abstand von der Partikeloberfliiche. Bei ei-
ner konstanten Lage der Scherebene héngt das Zeta-Potential (ZP) stark von der Ionenstérke

der Losung ab.

der Partikeloberfliche und fithrt so zu einem steileren Abfall des Stern-Potentials.
Bei einer blutisotonischen NaCl-Konzentration von 0.154 mol/l ist die diffuse Schicht
nur noch etwa 1 nm dick.*?) Unter diesen Bedingungen iiberwiegen die van der
Waals-Krifte gegeniiber der elektrostatischen Abstoflung, woraus eine Aggregation
oder Agglomeration der Partikel resultiert.

In Abb. 8 ist der Potentialabfall in der diffusen Schicht bei zwei Nanopartikel-
Suspensionen unterschiedlicher Ionenstirke dargestellt. Bei einer hohen Ionenkon-
zentration féllt das Stern-Potential mit steigendem Abstand zur Partikeloberfliche
deutlich schneller ab als bei niedrigen Ionenstidrken. Wird eine konstante Lage der
Scherebene wéahrend einer Zeta-Potential-Messung angenommen, ist der Wert des
Zeta-Potentials der elektrolytdrmeren Suspension deutlich hoher.

Die Bestimmung des Zeta-Potentials bei verschiedenen pH-Werten und Ionenstérken
gibt wertvolle Informationen iiber die optimalen chemischen Bedingungen zur Sta-

bilisierung von Nanopartikel-Suspensionen.
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Selbstorganisierende Monolagen - SAM

Selbstorganisierende Monolagen (self-assembled monolayer, SAM) sind Oberflachen,
die aus einer einzigen Lage von Molekiilen auf einem Substrat bestehen. Die am
besten untersuchten Systeme sind Monolagen aus thiol- oder disulfidfunktionali-
sierten Molekiilen auf Gold (sieche Abb. 22). Durch die Ausbildung einer starken
Gold-Schwefel-Bindung werden die Molekiile auf der Oberfliche chemisorbiert und
verdrangen vorhandene, auf der Oberfliche physisorbierte Molekiile (auch eventu-
ell vorhandene Verunreinigungen). In Reaktionsgleichung 34 ist der wahrscheinliche
Mechanismus der Entstehung der Gold-Schwefel-Bindung im Hochvakuum darge-
stellt.(4?)

2R—SH +2Au? — 2R—S™— Au™ + Hy +2Au,,_; . (34)

In wissriger Umgebung besteht die Moglichkeit, dass der entstehende Wasserstoff

Abb. 9: Computersimulation einer perfekten SAM von Mercaptoundekan auf einer Goldober-
flache.
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mit im Wasser gelostem Sauerstoff zu Wasser reagiert. Alkanthiole HS(C Hs),,C' Hs
mit Kettenldngen n > 8 bilden durch van der Waals-Wechselwirkungen der Alkan-
ketten stabile, geordnete SAMs. Es wurden Bindungsstérken fiir Alkanthiole auf
Goldoberflichen von tiber 150 kJ/mol bestimmt.

Die Ausbildung eines SAMs ist in zwei Schritte unterteilt.3 Innerhalb von Millise-
kunden bis einigen Minuten ist die Oberfliche bereits zu 80 % mit SAM-Molekiilen
bedeckt. In einem zweiten, langsameren Schritt folgt die Selbstorganisation der Mo-
lekiile auf der Oberfliche, bis die maximale Packungsdichte erreicht ist. Je nach
SAM-Molekiil und Konzentration werden hierfiir Zeiten von Stunden bis Tagen
benotigt. Eine ideale SAM ist als zweidimensionaler Kristall aufgebaut. Ein typi-
scher Wert fiir die Oberflichenbedeckung betrégt 5 - 1014% und der laterale
Schwefel-Schwefel-Abstand zwischen zwei Molekiilen in der SAM liegt bei ca. 0.5
nm. Vor allem im ersten Schritt ist die Geschwindigkeit der SAM-Ausbildung stark
von der Molekiil-Konzentration in der Immersionslosung abhéngig. Bei Konzentra-
tionen unter 1 M ist eine optimale Selbstorganisation der Molekiile zu einer SAM
nicht mehr maglich. 44

Selbstanordnende Monolagen konnen auch in der Synthese Einsatz finden.*>
Neben Reaktion zwischen den einzelnen SAM-Molekiilen oder photochemischen Um-
wandlungen kénnen auf der SAM-Oberfliche chemische Reaktionen durchgefiihrt
werden, wie z.B die Aktivierung von Carbonsduren. Diese Variante wird haufig in

der Biochemie zum Anbinden von Proteinen eigesetzt.(*%):(46)
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2.3 Molekulare Erkennung

Mehrere Arten von nichtkovalenten Bindungen tragen entscheidend zur Ausbildung
der dreidimensionalen Struktur grofler Molekiile, wie zum Beispiel Proteinen bei.
Nichtkovalente Bindungen sind auch die Basis fiir viele dynamische biologische Pro-
zesse, bei denen ein grofles Molekiil an ein anderes Molekiil spezifisch, aber rever-
sibel bindet. Bei der Ausbildung nichtkovalenter Bindungen werden Energien von
nur 4-30 kJ/mol frei, also ein bis zwei Groflenordnungen weniger als bei einer einfa-
chen kovalenten Bindung. Deshalb werden diese nichtkovalenten Bindungen auch oft
als Wechselwirkungen bezeichnet. Obwohl die nichtkovalenten Bindungen schwicher
sind als kovalente Bindungen, werden durch das Zusammenspiel einer Vielzahl die-
ser Wechselwirkungen hoch stabile und spezifische Zusammenschliisse zwischen ver-
schiedenen Teilen eines grofien Molekiils oder zwischen verschiedenen Makromo-
lekiilen gebildet. Man unterscheidet vereinfacht drei dieser Bindungstypen: die Was-

serstoffbriickenbindung, die Ionenbindung und die van der Waals-Bindung. ")

Wasserstoffbriickenbindung

Normalerweise bildet ein Wasserstoffatom nur eine kovalente Bindung mit einem
anderen Atom aus. Wenn das Wasserstoffatom kovalent an ein Donoratom gebun-
den ist, kann eine zusatzliche schwache Assoziation mit einem Akzeptoratom aus-
gebildet werden, die Wasserstoftbriickenbindung. Eine Wasserstoftfbriickenbindung
wird moglich, wenn das Donoratom elektronegativ ist, so dass eine polare Donor-H-
Bindung vorliegt. Auch das Akzeptoratom muss elektronegativ sein und mindestens
ein freies Elektronenpaar besitzen, um mit der positiven Ladung des Wasserstoffa-
toms zu wechselwirken.

In biologischen Systemen sind die Donor- und Akzeptoratome meist Stickstoff und
Sauerstoff, wie sie zum Beispiel in Amino-, Hydroxy- und Carboxy-Gruppen auftre-
ten. Die meisten Wasserstoffbriickenbindungen haben eine Lénge von 260 - 310 pm
und sind somit zwei- bis dreimal ldnger als die kovalente O-H-Bindung in Wasser.
Entsprechend ist die Bindungsenergie der Wasserstoffbriickenbindung in wéssriger
Losung mit ungefihr 4-15 kJ /mol deutlich schwécher als die kovalente O-H-Bindung
mit ca. 460 kJ/mol.“”) Eine wichtige Besonderheit der Wasserstoffbriickenbindung
ist ihre Richtungsabhéngigkeit. Die stirkste Bindung wird bei der linearen Anord-
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nung Donor-H----Akzeptor erreicht. Nichtlineare Bindungen sind schwécher als linea-
re; multiple nichtlineare Wasserstoftbriicken helfen dennoch bei der Stabilisierung

der dreidimensionalen Struktur vieler Proteine.

lonische Wechselwirkung

Entgegengesetzt geladene Molekiile oder Molekiilgruppen ziehen sich gegenseitig
an. lonische Wechselwirkungen entstehen aus der elektrostatischen Anziehung zwi-
schen positiv und negativ geladenen Ionen. Diese Coulomb-Wechselwirkung ist nicht
gerichtet, da das elektrostatische Feld in alle Raumrichtungen homogen ist. Die
Coulomb-Kraft der elektrostatischen Anziehung nimmt nach GIl. 35 quadratisch mit
dem Abstand ab:

a-q
Arer?’

FCoulomb = (35)

mit ¢ und ¢~ den elektrischen Ladungen der beiden Ionen, r ihrem Abstand und
¢, der relativen Dielektrizitdtskonstante des umgebenden Mediums. Aufgrund der
hohen Dielektrizitédtszahl von Wasser (e, = 78.5 bei 298 K) wird die elektrostatische
Anziehung stark abgeschwiicht, so dass die Bindungsenergien in Wasser zwischen 10
und 30 kJ/mol“") liegen.

Van der Waals-Krafte

Wenn sich zwei Molekiile sehr nahe kommen, wirkt eine schwache, nicht-spezifische
attraktive Kraft, die fiir die van der Waals (vdW)-Wechselwirkung verantwortlich
ist. Diese Wechselwirkung entsteht durch temporére Fluktuationen der Elektronen-
dichteverteilung in Atomen oder Molekiilen, was zu einem momentanen elektrischen
Dipol 77 mom fiithrt. Wenn sich zwei Molekiile nahe genug kommen, beeinflusst die-
ser Dipol die Elektronenwolke des Anderen und es wird ein Dipol induziert (7 jnq).
Als Folge dieser Dipol-Dipol-Wechselwirkung erfahren die Molekiile eine schwache
Anziehungskraft. Die Stiarke der van der Waals-Wechselwirkung fallt nach Gl. 36

schnell mit steigendem Abstand:

a1 - O
ré 7

Eyaw o (36)
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mit oy, ap der Dipolpolarisierbarkeit der jeweiligen Molekiile. Die gemittelte Energie
nimmt mit der sechsten Potenz des Abstandes r ab. Mit Energien von ungefihr 14
kJ/mol ist die van der Waals-Wechselwirkung noch schwicher als die Wasserstoff-
briickenbindung und liegt damit in der Gréflenordnung der mittleren thermischen
Energie bei Raumtemperatur (RT ~ 2.5 kJ/mol bei 298 K).*” Die Anziehung zwi-
schen zwei Molekiilen kann merklich zunehmen, wenn sie iiber eine komplementére
Struktur verfiigen und sich so eine Vielzahl von van der Waals-Wechselwirkungen

ausbilden konnen.

Der hydrophobe Effekt

Die Kraft, die zu einer Aggregation hydrophober oder unpolarer Molekiile fiihrt,
wird hydrophober Effekt genannt. Ein unpolares Molekiil kann keine Wasserstoff-
briickenbindungen mit Wassermolekiilen ausbilden, so dass diese Molekiile in wéss-
rigen Losungen von einem starren Kifig aus Wassermolekiilen umgeben sind. Die
Verringerung der Entropie durch die Ausbildung geordneter Strukturen hat zur Fol-
ge, dass energetisch eine Aggregation der hydrophoben Molekiile bevorzugt ist. Das
Zusammenspiel von hydrophobem Effekt und der van der Waals-Wechselwirkung
zwischen unpolaren Molekiilen fithrt zu einer starken Tendenz der hydrophoben

Molekiile mit sich selbst statt mit Wasser zu wechselwirken.

Affinitatskonstante

Die Komplexierung eines Rezeptors R durch ein Substrat S zu einem Rezeptor-

Substrat-Komplex RS wird durch eine Gleichgewichtsreaktion beschrieben:*®)
k
R+S=RS, (37)
kp
wobel k4 und kp die Assoziations- bzw. Dissoziationskonstanten sind.
d[RS]

dt
Im dynamischen Gleichgewicht ist die makroskopisch beobachtbare zeitliche Ande-

= ka[R][S] — kp[RS] . (38)

rung der Konzentration der beteiligten Spezies gleich Null und es gilt das Massen-

wirkungsgesetz: (49
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d|RS k RS

%:0:»1{:%:%. (39)
Die Bindungs- oder Affinitdtskonstante K beschreibt das Verhéltnis der
Assoziations- und Dissoziationskonstante im Gleichgewicht. Mit typischen Werten
von 10° I'mol~!-s7! bis 10® l-mol~!-s7! fiir die Assoziationskonstante k4 und 10*
s bis 1077 s7! fiir die Dissoziationskonstante kp ergeben sich Werte der Bin-
dungskonstante von mehr als zehn Groflenordnungen. Eine der stédrksten bekann-
ten, nicht-kovalenten Bindungen besitzt der Streptavidin-Biotin-Komplex mit einer
Bindungskonstante von ~ 10 l.mol~!, was eine festere Bindung darstellt als die

besten bekannten Bindungsaffinitiiten von Antikérpern zu ihren Antigenen.*%

Immunhistochemie

Immunhistochemische Farbungen werden in der klinischen Pathologie routineméafig
bei der Diagnose von kranken Zellen und Geweben, wie zum Beispiel kanzeroge-
nen Tumoren, eingesetzt. Abb. 10 zeigt, wie in der Immunhistochemie Proteine in
Geweben mit Hilfe markierter Antikorper detektiert und lokalisiert werden kénnen.
Verschiedene im Gewebeschnitt immobilisierte Proteine sind als Kreise, Dreieck und
Quadrat dargestellt. Zur Féarbung eines bestimmten Zielproteins wird das Gewebe
mit einem markierten Antikorper inkubiert, der spezifisch an das Zielprotein (ro-
ter Kreis) bindet. Nachdem iiberschiissige nicht gebundene Antikorper abgewaschen
wurden, kann die rdumliche Verteilung des Zielproteins iiber den markierten An-
tikérper bestimmt werden.

Die Visualisierung der Antikorper-Antigen-Bindung kann {iber verschiedene Mar-
kierungsstrategien erfolgen. Am héaufigsten werden Enzyme an die Antikérper kon-
jugiert, die katalytisch mit einem Substrat zu einer farberzeugenden Reaktion
fithren.*”) Eine Quantifizierung der gebundenen Antikorper ist iiber eine Messung
der enzymatischen Aktivitdt moglich. Bei der Immunfluoreszenz werden Fluoropho-
re zur Markierung der Antikorper eingesetzt. Nach erfolgter Antikorper-Antigen-
Bindung kann das Antigen mit einem Fluoreszenz-Mikroskop hochsensitiv detektiert
und lokalisiert werden. Mit der Wahl verschiedener Fluorophore kénnen typischer-
weise bis zu fiinf unterschiedliche Antikorper markiert und somit fiinf unterschiedli-

che Proteine simultan nachgewiesen werden. Die storenden Hintergrundsignale der
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WW

o =
G % %3{

Gewebeschnitt
(immobilisierte Antigene)

Abb. 10: Selektive immunhistochemische Farbung eines Gewebeschnitts. Links: Die im Ge-
webeschnitt immobilisierten Antigene sind als Kreise, Dreieck und Quadrat dargestellt. Zur
Farbung eines bestimmten Antigens (Zielproteins) wird das Gewebe mit einem markierten
Antigen-spezifischen Antikorper inkubiert. Rechts: Nach Ausbilden der Antigen-Antikorper-

Bindung kann das Zielprotein zum Beispiel durch mikroskopische Techniken lokalisiert werden.

nativen Fluoreszenz der biologischen Probe und das schnelle Ausbleichen der Fluo-
reszenzfarbstoffe wihrend der Messung erlauben jedoch nur einen gewissen Grad an
Quantifizierung der Proteinkonzentrationen.*%

Eine neue Variante der Fluoreszenz-Markierung stellen fluoreszierende Halbleiter-
kristalle dar. Diese so genannten Quanten-Punkte (englisch: Quantum Dots, QD)
besitzen einen Durchmesser von nur wenigen Nanometern.(®®):®1) Die Vorteile der
Quanten-Dots im Vergleich zu organischen Fluorophoren liegen in der iiber ihre
Grofle verschiebbare Lage der Emissionsbanden, in der geringen Breite der Emissi-

onsbanden und in der hohen Photostabilitat.
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3 Charakterisierung von Wirkstoffen und

Wirkstoff-Substrat-Komplexen

3.1 Kenntnisstand und Aufgabenstellung

Die Entwicklung kiinstlicher Rezeptoren zur molekularen Erkennung von Peptiden
und deren genaue Charakterisierung ist sehr wichtig fiir das Versténdnis der intra-
und intermolekularen Wechselwirkungen von Proteinen, zur Konzeption von neuen
Biosensoren und zur Entwicklung verbesserter Wirkstoffe.(2-(36) Bioorganische Che-
miker bedienen sich oft der Konzepte der Natur auf der Suche nach neuen Leitstruk-
turen fiir effizient bindende Rezeptoren. Um kleine niedermolekulare Rezeptoren zu
entwickeln miissen die héufig hochkomplex aufgebauten Strukturen der natiirlichen
makromolekularen Rezeptoren auf ihre jeweils bindungsrelevanten Gruppen redu-
ziert werden.

Beispielsweise sind Guanidinium-Kationen in Biomolekiilen weit verbreitete Bin-
dungsstellen fiir Oxo-Anionen. Entsprechend wurden zahlreiche auf Guanidinium-
Kationen basierende kiinstliche Rezeptoren zur Komplexierung von Oxo-Anionen
entwickelt. Eine besondere Herausforderung bei der Synthese effizienter kiinstlicher
Rezeptoren stellt hierbei die kompetitive Solvatation der Donor- und Akzeptor-
Bindungstellen in wéssrigen Losungsmitteln dar. In der Natur wird die Bindung
zwischen Guanidinium-Kation und Oxoanion durch eine weitgehend hydrophobe
Proteinumgebung und somit einer Abschirmung von der wassrigen Umgebung ver-
starkt. Um eine effiziente Komplexierung von Carboxylaten in wéssrigen Medien zu
ermoglichen, wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Schmuck eine neue Klasse von
einarmigen Guanidinium-basierten Rezeptoren entwickelt.®”) Durch eine Kombi-
nation aus ionischen Wechselwirkungen und Wasserstoftbriickenbindungen komple-
xieren diese Rezeptoren selektiv Tetrapeptide in polaren Losungsmitteln und sogar
in Wasser.(%%)(59)

Der Aufbau der Rezeptoren ist in Abb. 11 oben gezeigt. Die Rezeptoren bestehen aus
einer Carboxylat-Bindungsstelle (CBS, carbozylate binding site) und einer Peptid-
Seitenkette. In der CBS liegt das Guanidinium-Kation acyliert an einem Pyrrol

(57

als Guanidiniocarbonylpyrrol vor.®”) Die Acylierung bewirkt eine Verschiebung des

pKs-Werts von ~13 fiir freies Guanidinium in die Region von 6.5. Die gesteigerte
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HoN

Selektivitat durch
elektrostatische/sterische
Wechselwirkungen

H-Briicken

: \\_ \ /
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R= -CHz-CHz-COZ_ 2

Abb. 11: Oben: Kiinstlicher Peptidrezeptor 1 bestehend aus der Carboxylat-Bindungsstelle
CBS (blau eingekreist) und einem Tripeptid zur Steuerung der selektiven Komplexierung von

Peptiden. Unten: Komplex von 1 mit Tetrapeptid 2

Aziditat ermoglicht die Ausbildung von Wasserstoftbriicken-gebundenen Ionenpaa-
ren unter physiologischen Bedingungen und erhoéht so die Bindungsaffinitéit. Die
elektrostatische Wechselwirkung ermdglicht eine starkere Komplexierung verglichen
mit neutralen Komplexen wie zum Beispiel zwischen Carbonsduren und Aminopy-
ridinen. Eine weitere Stabilisierung des Komplexes erfolgt iiber zusétzliche Wasser-
stoffbriickenbindungen zwischen den Amid- bzw. Pyrrol-Wasserstoffen des Rezeptors
und dem Carboxylat des Peptids (Abb. 11, unten). Zusétzliche Sekundéarwechselwir-
kungen zwischen den Peptidseitenketten des Rezeptors und des Substrats erhthen
die Stabilitdt und erlauben eine Steuerung der Bindungsselektivitét.

In Bindungsstudien mit dem Tetrapeptid N-Ac-Glu-Glu-Glu-Glu-OH (2, Abb. 11,
unten) zeigte das Rezeptormolekiil CBS-KKF-NH, (1, Abb. 11, oben) in gepufferter
wiissriger Losung eine besonders hohe Bindungskonstante (23700 M~1).(69 Weiter-
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hin konnte neben der Sequenzselektivitdt auch eine bemerkenswerte Stereoselekti-
vitat in Abhéngigkeit von der Aminoséduresequenz verschiedener Substrate nachge-
wiesen werden. Hierzu wurden im Tetrapeptid D-Glu-D-Glu-D-Glu-D-Glu-OH ein-
zelne Glutaminsdure-Einheiten gegen D- bzw. L-Alanin substituiert. Sowohl D-Glu-
D /L-Ala-D-Glu-D-Glu-OH als auch D-Glu-D-Glu-D /L- Ala-D-Glu-OH zeigten bei
quantitativen Festphasen-Fluoreszenz-Assays eine unerwartet starke Diastereoselek-
tivitdt. In beiden Féllen besitzt das D-Diastereomer im Vergleich zum entsprechen-
den L-Diastereomer eine ca. zehnmal hohere Bindungskonstante gegeniiber dem Re-
zeptor CBS-Lys-Lys-Phe-NH, (1).(%9) In dem von Schmuck und Mitarbeitern vorge-
schlagenen Modell resultiert diese hohe Diastereoselektivitét aus der starren Struk-
tur des Rezeptor-Substrat-Komplexes wenn das jeweilige Alanin zwischen zwei stark
gebundenen Glutaminsduren in der Aminosauresequenz vorliegt.

Die Bildung solcher supramolekularen Komplexe kann mit einer Vielzahl spek-
troskopischer Methoden verfolgt werden, wie zum Beispiel der elektronischen

~(63) Bisherige Bindungsstu-

Absorptions- und der Fluoreszenz-Spektroskopie.©!)
dien wurden mit Fluorophor-markierten Substraten oder {iber elektronische
Absorptionsspektroskopie durchgefiihrt. Diese Methoden liefern aber im Gegensatz
zu schwingungsspektroskopischen Daten keine Informationen {iber die molekularen
Anderungen der Struktur des Rezeptors bei der Komplexierung. Die Raman- und
speziell die UV-Resonanz-Raman-Spektroskopie wurden zum Beispiel erfolgreich zur

(69-(81) Aufgrund des gerin-

Bestimmung der Struktur von Biomolekiilen eingesetzt.
gen Streuquerschnitts von Wasser sind Raman-Studien sogar in wéssrigen Losungen
moglich und durch gezieltes Ausnutzen des Resonanz-Raman-Effekts konnen selbst
stark verdiinnte Protein-Losungen untersucht werden. Im Rahmen dieser Arbeit
sollte eine Methodik etabliert werden, die Komplexierung des kiinstlichen Peptidre-
zeptors CBS-Lys-Lys-Phe-NH, 1 mit dem Tetrapeptid N-Ac-Glu-Glu-Glu-Glu-OH

2 in wéssriger Losung Raman-spektroskopisch verfolgen zu konnen.
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3.2 Material und Methoden

3.2.1 Probenpréaparation

Der Peptidrezeptor CBS-Lys-Lys-Phe-NH; (1), das Tetrapeptid N-Ac-Glu-Glu-Glu-
Glu-OH (2) und das CBS-Amid wurden im Arbeitskreis von Prof. Schmuck syn-
thetisiert. Die fiir die Raman-Experimente eingesetzten Substanzen wurden mittels
MPLC (medium pressure liquid chromatography) gereinigt. Wéssrige Rezeptorlosun-
gen wurden mit hochreinem Wasser (spezifischer Widerstand 18 M{2cm) hergestellt
und anschlieBend mit 1 M NaOH auf einen pH-Wert von 6 eingestellt.

3.2.2 Spektroskopische Methoden

Fiir die Raman-Studien wurden die Laserlinien eines Argonionen-Lasers (Spectra
Physics, Modell BeamLok 2085) im ultravioletten und im sichtbaren Spektralbereich
verwendet. Je nach Anregungswellenléinge variierte die Laserintensitét auf den Pro-
ben zwischen 80 mW (275 nm) und 800 mW (458 nm). Die Raman-Spektren wurden
in einer 90°-Geometrie aufgenommen. Um eine photochemische Zersetzung der Pro-
ben zu verhindern, wurde die Drehkiivetten-Technik eingesetzt.(®?) Das Streulicht
wurde auf den Eingangsspalt eines Doppelmonochromators (Spex, Modell 1404 mit
2400 Strichen/mm holografischen Gittern) fokussiert und mit einer Stickstoff-gekiihl-
ten CCD-Kamera (Photometrics, Modell SDS 9000, extended UV) detektiert. Die
Raman-Spektren wurden im Programm MAPS 2.0, unter Verwendung eines zweifa-
chen spektralen Uberlapps mit der Scanning Multichannel-Technik SMT,®) aufge-
nommen. Die Integrationszeit fiir jedes einzelne spektrale Fenster betrug bei allen
verwendeten Anregungswellenléingen ca. 4 Minuten. Als Standard wurden zusétz-
lich Cyclohexan-Spektren bei jeder Anregungswellenldnge aufgenommen, um eine
zuverlassige Wellenzahl-Kalibrierung fiir alle Spektren zu gewahrleisten.

Absorptionsspektren wurden mit einem Spektralphotometer (Perkin-Elmer, Modell
Lambda 19 UV-VIS-NIR) mit einer Durchstimmgeschwindigkeit von 120 nm/min

aufgenommen.
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3.2.3 Datenauswertung

Um eine Spektrendekomposition der gemessenen Raman-Spektren in die Bei-
trage einzelner Raman-Banden durchzufithren wurde in MatLab (Version 7.0) eine
Kurvenanpassungs-Routine programmiert, die iiber eine Benutzeroberfliche (GUI,
graphical user interface) ausfithrbar ist. Diese Routine erlaubt es drei Spektren si-
multan mit Pseudo-Voigt-Profilen zu fitten. Bandenposition, Halbwertsbreite, sowie
das Mischungsverhéltnis von Gauf- und Lorentz-Anteilen wurde fiir die jeweilige
Bande in den drei Spektren als identisch angenommen.

Zur Optimierung der freien Parameter wurde ein bereits implementierter nicht-

; =] Fix ? lowerl upperl horders current spectrum
3 ¥c | 108B.4 J [ i [ 4000 J d+ 10 e const
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Abb. 12: Grafische Benutzeroberfliche in MatLab zur simultanen Kurvenanpassung mehrerer

Spektren, die bei unterschiedlichen Anregungswellenldngen aufgenommen wurden.
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linearer Algorithmus zur Minimierung verwendet (Optimization Toolbox, Large

Scale iminunc Algorithm; Trust-Region Method for Nonlinear Minimization,).

3.2.4 Quantenchemische Rechnungen

Geometrieoptimierungen und Berechnungen von Schwingungsspektren wurden mit
dem Programmpaket Gaussian 03 (Revision D.01) durchgefiihrt. Fiir alle Berechnun-
gen wurde das Hybridfunktional B3LYP verwendet. Die Solvatation der Modellsub-
stanz CBS-Amid in Wasser wurde durch das Modell des polarisierten Kontinuums

(PCM, polarization continuum model) beriicksichtigt.
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3.3 Ergebnisse und Diskussion
3.3.1 Charakterisierung des Rezeptors

Elektronisches Absorptionsspektrum des Rezeptors

Das elektronische Absorptionsspektrum des Rezeptors CBS-Lys-Lys-Phe-NHy (1)
ist in Abb. 13A gezeigt. Die intensive Bande bei 298 nm resultiert aus einer starken
elektronischen Absorption der CBS-Gruppe des Rezeptor-Molekiils. Um diese Zuord-
nung zu bestatigen wurde anhand des Modellsystems CBS-Ala-Ala-Ala-NHy mittels
TD-DFT®Y (= time dependent density functional theory) das Absorptionsspektrum
berechnet. Neben den theoretischen Absorptionsspektren ist es auch moglich, die an
dem Ubergang beteiligten molekularen Orbitale graphisch darzustellen.

Das berechnete Absorptionsspektrum von CBS-Ala-Ala-Ala-NHs ist in Abb. 13B
gezeigt: ein starker elektronischer Ubergang fithrt zu einer intensiven Bande um 300
nm; die beteiligten Orbitale in Abb. 14 zeigen, dass die elektronische Anregung aus
dem besetzten Orbital (HOMO-7) in das LUMO (lowest unoccupied molecular orbi-

tal) raumlich hauptsichlich auf das delokalisierte m-System der Guanidiniocarbonyl-

275 nm 364 nm 458 nm
: : : Abb. 13: (A) Experimentelles elek-

A tronisches Absorptionsspektrum des
Rezeptors  CBS-Lys-Lys-Phe-NH,
(1). In der 80-fachen Vergrofierung

ist um 364 nm noch eine geringe
Absorption zu erkennen. (B) mit
TD-DFT  berechnetes elektroni-
sches  Absorptionsspektrum  des
Rezeptor-Modellsystems CBS-Ala-
Ala-Ala-NH,. Die  berechneten

Einzeliiberginge, die zum Gesamt-

Absorption

spektrum beitragen, sind als farbige
Kurven dargestellt. Die drei bei den
Raman-Experimenten verwendeten
! Anregungswellenldngen - 275 nm,
. — — — — 364 nm und 458 nm - sind als
250 300 350 400 450
Wellenldnge / nm

vertikale Linien eingezeichnet.
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LUMO YKM

Abb. 14: Am elektronischen Ubergang bei 300 nm maBgeblich beteiligte Orbitale des Mo-
dellsystems CBS-Ala-Ala-Ala-NHs.

Gruppe begrenzt ist und, wie erwartet, keine nennenswerten Beitrage aus dem Tri-
peptid-Teil aufweist.

In Abb. 13 sind die drei verschiedenen Anregungswellenléngen (275, 364, 458
nm) fiir die Raman-Messungen als vertikale Linien eingezeichnet. Beziiglich des
Absorptionsmaximums des Peptidrezeptors entsprechen sie nicht-resonanter (458

nm), pria-resonanter (364 nm) und post-resonanter (275 nm) Anregung.

Raman- und UV-Resonanz-Raman-Spektroskopie des Rezeptors

Die Resonanz-Raman-Spektroskopie erlaubt es bestimmte Schwingungsmoden eines
Molekiils selektiv zu verstdrken. Hierbei handelt es sich in erster Linie um Schwin-
gungen des elektronisch angeregten Chromophors. Weiterhin spielt fiir die Grofie
der Verstdarkung die Symmetrie der jeweiligen Schwingungsmoden eine entscheiden-
de Rolle. Die Verwendung von Laserlinien, deren Wellenlénge in der elektronischen
Absorption der CBS-Gruppe des Rezeptor-Molekiils liegt, sollten deshalb deren se-
lektive Untersuchung erlauben.

Es wurden Raman-Experimente an einer 4 mM Losung des reinen Rezeptors bei
drei verschiedenen Anregungswellenléngen im ultravioletten und sichtbaren Spek-
tralbereich (275, 364 und 458 nm) durchgefiihrt. Bei post-resonanter Anregung mit

275 nm werden die Schwingungen der CBS-Einheit selektiv verstdrkt und treten
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mit deutlich hoherer Intensitéat im Vergleich zu nicht-resonanter Anregung auf. Eine
Laseranregung direkt in das Absorptionsmaximum sollte nach Gl. 9 eine effektive
Resonanz-Verstarkung der Raman-Streuung hervorrufen. Bei Raman-Experimenten
mit Laseranregung direkt in das Absorptionsmaximum der CBS-Einheit (mit 300.3,
302.4 und 305.5 nm) wurden die Raman-Signale von starker Fluoreszenz maskiert.
Trotz der eingesetzten Dreh-Kiivetten-Technik wurde ein Anstieg dieser Fluoreszenz
bei anhaltender Laserbestrahlung beobachtet. Nachfolgende Messungen an den glei-
chen Proben auflerhalb der elektronischen Resonanz mit 458 nm Anregung zeigten
ebenfalls einen stark erhohten Fluoreszenz-Untergrund. Es wird deshalb eine photo-
chemische Verdnderung der Probe und die Bildung von fluoreszierenden photochemi-
schen Produkten angenommen. Folglich ist die UV-Resonanz-Raman-Spektroskopie
mit 275 nm am besten zur selektiven Untersuchung der CBS-Gruppe des Rezep-
tors 1 in millimolaren bis submillimolaren wéssrigen Losungen geeignet. Aber auch
Raman-Spektren, die mit 364 und 458 nm Anregung aufgenommen wurden, enthal-
ten wertvolle zusétzliche Informationen beziiglich der spektral stark iiberlagerten
Bereiche.

Die entsprechenden Raman-Spektren des Rezeptors sind in Abb. 15 gezeigt.
Abhéngig von der verwendeten Anregungswellenléinge sind deutliche Unterschiede in
den relativen Intensitdten einzelner Raman-Banden zu erkennen. Diese spektralen
Anderungen resultieren aus den unterschiedlichen elektronischen Resonanzbedin-
gungen. Bei Anregung mit 458 nm (Abb. 15 unten) verhindert die breite Raman-
Bande der symmetrischen Biegeschwingung von Wasser (um 1633 cm™! zentriert)
eine spektrale Analyse dieses Bereichs. Bei pria- und post-resonanter Anregung mit
364 nm (Abb. 15 Mitte) und 275 nm (Abb. 15 oben) ist der relative Beitrag dieser
Wasserbande in den Raman-Spektren erheblich reduziert. Hier ist in beiden Féllen
die Raman-Streuung des Rezeptors 1 im Vergleich zum Losungsmittel Wasser deut-
lich verstéirkt. So ergibt sich die Moglichkeit, den Bereich der Amid-I-Banden zu
analysieren.

Die unterschiedlichen Resonanzbedingungen haben auch einen merklichen Einfluss
auf die relativen Raman-Intensititen der CBS-Gruppe im Vergleich zu denen des
Tripeptid-Teils. Dies kann am Beispiel der Phenyl-Ring-Streckschwingung (rote Ban-
de in Abb. 16) bei 1003 cm~! diskutiert werden. In Abb. 16 ist das Ergebnis einer

simultanen Spektrendekomposition in die Beitrige einzelner Raman-Banden darge-
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A B C D

CBS-Lys-Lys-Phe-NH,
4 mMinH.O

normierte Raman-Intensitat

|
1800 1600

:I | |
1400 1200 1000 800

Wellenzahl / cm”

Abb. 15: Experimentelle Raman-Spektren des Rezeptors CBS-Lys-Lys-Phe-NHy (1) im Wel-
lenzahlbereich von 1800 - 800 cm ™! (4 mM in Wasser). Anregungswellenléingen: 275 nm (oben),
364 nm (Mitte) und 458 nm (unten).

stellt. Bei nicht-resonanter Anregung mit 458 nm ist die schmale Bande des Phe-
nylalanins bei 1003 cm™! klar zu erkennen, withrend bei pri-resonanter Anregung
(364 nm) ihre relative Intensitét bereits deutlich reduziert ist. Bei post-resonanter
Anregung (275 nm) wird eine intensive Bande bei 1007 cm™! beobachtet, wohinge-
gen die Beitrage der Phenylalanin-Bande vernachlissigbar sind. Das Raman-Signal
bei 1007 cm™! wird einer Normalmode der CBS-Einheit zugeordnet, die bei 275 nm
Anregung eine Resonanz-Verstiarkung erfahrt. Somit ist die UV-Resonanz-Raman-
Spektroskopie eine sehr sensitive Methode, um selektiv die Wechselwirkung zwischen
der CBS-Einheit des Rezeptors mit dem Carboxyterminus von Peptid-Substraten zu
untersuchen.

Fiir eine Zuordnung der Banden in den experimentellen Spektren in Abb. 15 wur-
den quantenchemische Berechnungen an dem Modellsystem CBS-C(O)-NHy durch-

gefiihrt. Dieses Molekiil besitzt sowohl das relevante Chromophor als auch das 2,5-
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Abb. 16: FErgebnis einer si-
multanen Kurvenanpassung
mit  Pseudo-Voigt-Profilen  fiir
die bei unterschiedlichen Anre-

gungswellenldngen erhaltenen

Rezeptorspektren im  Bereich
von 1125 cm~! bis 910 cm™!.
Anregungswellenléngen: 275 nm
(oben), 364 nm (Mitte) und 458

nm (unten). In rot ist jeweils

Raman-Intensitat

die charakteristische Bande des
Phenylalanins dargestellt. Thre

relative Intensitat sinkt deutlich

bei prd- und post-resonanter
Anregung (364 nm bzw. 275 nm)
und belegt somit die selektive
Verstiarkung der Raman-Banden
der  CBS-Einheit  gegeniiber
den Banden des Peptidteils des

1 1I00 1 0|50 1 0'00 950 Rezeptors.

Wellenzahl / cm’

Substitutionsmuster des Pyrrolrings, sodass die dominanten Banden in den experi-
mentellen UV-Resonanz-Raman-Spektren beschrieben werden kénnen.

In Abb. 17 sind vier ausgewéhlte Eigenvektoren der CBS-Einheit gezeigt, die
aus einer DFT-Berechnung (B3LYP/6-311G++(d,p), PCM mit Wasser) an der
Modellsubstanz erhalten wurden. Die Schwingungsmoden sind entsprechend den
spektralen Bereichen A - D in Abb. 15 gekennzeichnet. Das Vektorbild in Abb. 17 A
zeigt eine Amid-I-artige C=0-Streckschwingung an der Guanidiniocarbonyl-Gruppe
der CBS bei 1704 cm™! in besonders guter Ubereinstimmung mit der Bandenlage
im experimentellen Spektrum (1702 cm™!, Abb. 15). Im berechneten Gasphasen-
spektrum (ohne Anwendung des PCM-Modells fiir Wasser) ist die Mode zu einem
deutlich hoheren Wellenzahlwert (1719 cm™') verschoben. Experimentell konnte
diese Bande auch in anderen Verbindungen, die einen CBS-Baustein enthalten,

Raman-spektroskopisch nachgewiesen werden.®” Die Normalmode in Abb. 17
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A ¥, =1704 cm” Amid-l-artig B Ve =1474cm? 5 (N-H)
(guan) ~ (guan, pyrr)

=

Ry

C Voo = 1414 cm half ring
(pyrr)

Abb. 17: Eigenvektoren fiir ausgesuchte Schwingungsmoden der Modellsubstanz CBS-C(O)-
NH; aus einer DFT-Berechnung (B3LYP/6-311G++(d,p), PCM mit Wasser).

B bei 1474 cm™! setzt sich aus N-H-Biegeschwingungen der Guanidinio-Einheit
und des Pyrrolrings zusammen. Daher ist anzunehmen, dass diese Mode durch
die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen bei der Komplexierung der
CBS mit der Carboxylat-Gruppe eines Substrats eine Verschiebung im Spektrum
erfihrt. In Gegensatz dazu sollte die Ausbildung von Wasserstoftbriickenbindungen
bzw. die Komplexierung eines Substratmolekiils durch das Rezeptormolekiil bei
der symmetrischen Pyrrol-Ringschwingung in Abb. 17 C keine nennenswerte
Verschiebung im Raman-Spektrum verursachen. Aus diesem Grund wurde diese
Bande zur Normierung der experimentellen Spektren im folgenden Abschnitt heran-
gezogen (siehe Abb. 18 und 19). In Abb. 17 D ist das Eigenvektorbild einer Bande
gezeigt, die sich neben einer Pyrrol-Deformationsschwingung hauptséchlich aus
N-H-Deformationsschwingungen der Guanidiniocarbonyl-Gruppe zusammensetzt.
Durch diese starke Beteiligung von N-H-Deformationsschwingungen an Moden

dieses Wellenzahlbereichs werden fiir Banden in Region D in Abb.15 auch erhohte
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Sensitivititen fiir Wasserstoffbriickenbindungen erwartet.

3.3.2 Charakterisierung des Rezeptor-Substrat-Komplexes

Verfolgung der Rezeptor-Komplexierung: qualitative Analyse

Abb. 18 zeigt die Raman-Spektren einer 0.5 mM wissrigen Losung des reinen Rezep-
tors 1 (I) und mehreren Mischungen mit zunehmendem Anteil an Tetrapeptid 2 (11,
III, IV) bei pH 6. Die Zugabe von nur einem halben Aquivalent Tetrapeptid 2 zur
Rezeptor-Losung fithrt bereits zu signifikanten Anderungen in den entsprechenden
UV-Resonanz-Raman-Spektren (Abb. 18 I und II).

Rezeptor : Substrat s

exc

\Y 1:2 275 nm

1:0.5

reiner
Rezeptor

normierte Raman-Intensitat

1000 800

|
1800 1600

1200
Wellenzahl / cm’™

Abb. 18: UV-Resonanz-Raman-Spektren von 0.5 mM CBS-Lys-Lys-Phe-NH,-Losung (I) und
Mischungen mit verschiedenen Aquivalenten (0.25 mM (IT), 0.5 mM (I) und 1 mM (IV))
des Tetrapeptides N-Ac-Glu-Glu-Glu-Glu-OH (2). Alle Spektren wurden in Wasser mit 275

nm Laseranregung aufgenommen und sind auf die Intensitit der 1404 cm~! Raman-Bande

|
1400

normiert.

45



3 Charakterisierung von Wirkstoffen und Wirkstoff-Substrat-Komplexen

Ahnliche Unterschiede werden zwischen der 1:0.5 und 1:1 (Abb. 18 II und III) Re-
zeptor:Tetrapeptid-Stochiometrie beobachtet. Die 1:1- und 1:2-Mischungen hingegen
zeigen nur geringfiigige Anderungen (Abb. 18 III und IV). Dieses Raman-Titrations-
Experiment belegt hiermit die hohe Effizienz CBS-basierter Rezeptoren bei der mole-
kularen Erkennung von Peptiden in Wasser. Um selbst feinste spektrale Anderungen

zu analysieren, sind Differenz-Spektren eine géngige Veranschaulichungsmethode.

In Abb. 19 oben ist das Differenz-Spektrum der 1:2-Mischung und des reinen Re-
zeptors abgebildet. Die Raman-Bande (C) bei 1404 cm™! wurde zu Normierung
herangezogen, da sich nach H/D-Austausch bei Messungen in schwerem Wasser nur
kleine Wellenzahlverschiebungen (< 5 cm™!) zeigten und sie somit relativ unemp-

findlich gegeniiber Wasserstoffbriickenbindungen zu sein scheint. Wie Berechnungen

A B C D

0.5
0.0 _,—r/\”\\ /’\—\W ,./\\/,/\..v\/_

-0.5
Differenz
-1.01 Komplex - Rezeptor
2.5
] A =275nm
exc

normierte Raman-Intensitat

1800 1600 1400 1200 1000

Wellenzahl / cm™

Abb. 19: Unten: UV-Resonanz-Raman-Spektren einer 0.5 mM CBS-Lys-Lys-Phe-NH,-
Losung (1) (rote Linie) und der 1:2-Mischung mit dem Tetrapeptid N-Ac-Glu-Glu-Glu-Glu-OH
(2) (blaue Linie). Spektren sind auf die Intensitéit der Raman-Bande bei 1404 cm™! normiert.

Oben: Differenz-Spektrum (1:2-Mischung — reiner Rezeptor).

46



3 Charakterisierung von Wirkstoffen und Wirkstoff-Substrat-Komplexen

zeigen, beinhaltet die dazugehorige Normalmode hauptséchlich symmetrische C-C-
Streckschwingungen des Pyrrol-Rings. Da die Komplexierung des Substrats auf der
Ausbildung eines Wasserstoftbriicken-unterstiitzten Ionenpaares zwischen der CBS
und dem Carboxylat basiert, werden fiir diese Bande keine signifikanten Anderungen
durch die Substrat-Bindung erwartet.

Die Spektren des reinen Rezeptors 1 und der 1:2-Mischung mit dem Substrat 2 zeigen
einige ausgeprigte und spezifische spektrale Unterschiede. So weist zum Beispiel die
isolierte Raman-Bande (A) bei 1702 ecm™! Veréinderungen sowohl in der Wellenzahl-
Position als auch in der Intensitéat auf. Wie weiter oben beschrieben handelt es sich
um eine Amid-I-artige C=0-Streckschwingung der CBS. Die grofiten spektralen In-
tensitéitsdnderungen in Abb. 19 werden um 1480 cm™! in der Region (B) beobach-
tet, in der N-H-Biegeschwingungen der Guanidinio-Einheit und des Pyrrol-Rings
auftreten. Im Bereich (D) zwischen 1100 und 900 cm™! liegen verschiedene Pyrrol-
Ring-Deformations-Schwingungen mit N-H-Deformationsschwingungen. Hier wer-
den ebenfalls Anderungen in Wellenzahl-Positionen und/oder Raman-Intensitéiten
der darunter liegenden Banden beobachtet.

Folglich enthalten alle ausgeprigten spektralen Anderungen bei der Komple-
xierung des Rezeptors Informationen iiber die CBS-Einheit. Es konnte somit
gezeigt werden, dass mittels UV-Resonanz-Raman-Spektroskopie die Bindung
des Carboxylat-Terminus eines Tetrapeptides an die CBS des Rezeptors selektiv

verfolgt werden kann.
Verfolgung der Komplexierung: Versuch einer quantitativen Analyse

Eine quantitative Interpretation der Anderungen in den UV-Resonanz-Raman-Spek-
tren des Rezeptors bei der Komplexierung (Abb. 18 und 19) kann durch Vergleich
mit berechneten Spektren erfolgen. Es wurden quantenchemische Berechnungen un-
ter Einbeziehung des Modells des polarisierten Kontinuums (PCM,®%: 67 polar-
zation continuum model) mit Wasser durchgefiihrt, um die wéssrige Umgebung im
Experiment zu simulieren. Zuerst war eine Modenzuordnung der Raman-Banden
im Spektrum des reinen Rezeptors (Abb. 15) nétig. Es wurde CBS-C(O)NH, als
Modellsystem zur Simulation der Spektren ausgewéhlt, da angenommen wird, dass

die spektralen Eigenschaften des experimentellen UV-Resonanz-Raman-Spektrums
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ausreichend reflektiert werden. Das Modellsystem beinhaltet zum einen das resonant
angeregte Chromophor des Rezeptors 1, zum anderen das 2,5-Substitutionsmuster
des Pyrrol-Rings der CBS. Wie oben gezeigt, werden mit 275 nm Anregung selektiv
die Schwingungsmoden der CBS resonant verstédrkt und die spektralen Beitrage des
Tripeptid-Teils konnen vernachléssigt werden (sieche Abb. 16 auf Seite 43).

DFT-Rechnungen wurden an vier verschiedenen Konformeren des Modellsystems
durchgefiihrt, da prinzipiell davon ausgegangen werden muss, dass nicht nur ein
Konformer in Losung vorliegt. Als Ergebnis der Berechnungen miissen die beiden
Konformere A und B in Abb. 20 in Betracht gezogen werden. Das stabilste Kon-
former A liegt um 8.8 kJ/mol niedriger als Konformer B. Jedoch ist B die benotig-
te Konformation, um das Oxoanion zu binden. In Abb. 20 sind die theoretischen
Raman-Spektren dieser beiden Konformere gezeigt. Die Unterschiede sowohl in den
Bandenpositionen als auch in den Raman-Intensititen belegen die Fahigkeit der
Raman-Spektroskopie zwischen Konformeren zu unterscheiden.®®): ®9 Deshalb sind

die beobachteten spektralen Anderungen bei der Komplexierung zu einem gewis-

Raman-Aktivitat

T T T T T T T T T
1800 1600 1400 1200 1000 800
Wellenzahl / cm™

Abb. 20: Berechnete Raman-Spektren von Konformer A (oben) und Konformer B (unten)
des Modellsystems CBS-C(O)NHs,.
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Raman-Intensitat

T T

1100 1050 1000 950 900

Wellenzahl / cm™

Abb. 21: Unten: Lage der acht Banden im berechneten Raman-Spektren des Rezeptor-
Modellsystems CBS-C(O)NH; im Bereich von 1140 - 900 cm™!. Oben: Ergebnis der simulta-
nen Kurvenanpassung fiir eine Anregungswellenldnge von 275 nm. Es werden mindestens zwolf

Raman-Banden benétigt, um das gemessene Spektrum mit Pseudo-Voigt-Profilen anzupassen.

sen Teil auf eine Verdnderung der Konformerenzusammensetzung zuriickzufiihren.
Auch der Vergleich der mathematisch bearbeiteten experimentellen mit den berech-
neten Daten in Abb. 21 zeigt deutlich, dass mehr als eine Molekiilspezies unter den
experimentellen Bedingungen vorlagen. Die Diskrepanz zwischen acht berechneten
Normalmoden zu mindestens zwolf Moden aus der simultanen Kurvenanpassung
kann zum Beispiel durch das Vorliegen von unterschiedlichen Konformeren erklért
werden. Zusétzlich konnen spektrale Beitrdge durch das Vorliegen des Rezeptors in
einem Gleichgewicht zwischen seiner protonierten und deprotonierten Form auftre-
ten.

Des Weiteren muss der Einfluss der Carboxylat-Bindung auf die Raman-Spektren
beriicksichtigt werden. Es wurde deshalb ein Komplex aus der Rezeptormodell-
Substanz (Konformer B in Abb. 20) und N-acyliertem Alanin berechnet. In Abb. 22
ist die Struktur des Komplexes zusammen mit den berechneten Raman-Spektren des

Rezeptors und des Rezeptor-Substrat-Komplexes gezeigt. Die Amid-I-artige Schwin-
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Rezeptor
Rezeptor-Substrat-Komplex

Raman-Aktivitat

by
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Abb. 22: Berechnete Raman-Spektren des Rezeptor-Modellsystems CBS-C(O)NH; (blaue

Kurve) und seiner Komplexierung mit dem vereinfachten Substrat N-Ac-Ala (schwarze Kurve).

gung um 1700 cm ™! zeigt in den theoretischen Spektren eine Wellenzahlverschiebung
von ca. -10 em™! bei der Komplexierung. In den experimentellen UV-Resonanz-
Raman-Spektren wird fiir diese Bande ebenfalls eine negative Verschiebung beobach-
tet, wenngleich der Betrag viel geringer ist. Die beobachteten spektralen Anderungen
sind somit durch eine Kombination mehrerer Effekte verursacht: (i) der Anderung
des Gleichgewichts zwischen Konformeren des Rezeptors, (ii) des pH-abhéingigen
Séure-Basen-Gleichgewichts des Rezeptors und (iii) einer Anderung der Geometrie
des Rezeptor-Molekiils durch das Ausbilden eines Wasserstoffbriicken-unterstiitzten
Ionenpaars durch die Carboxylat-Bindung an die CBS-Gruppe. Alle drei Effekte
miissen fiir eine quantitative Analyse des Komplexierungsprozesses miteinbezogen

werden.
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3.4 Zusammenfassung und Ausblick

Es konnte gezeigt werden, dass sich die UV-Resonanz-Raman-Spektroskopie optimal
eignet, um die Bildung eines supramolekularen Komplexes zwischen einem kiinstli-
chen Rezeptor und einem Tetrapeptid als Substrat in wéssriger Losung zu verfolgen.
Diese Herangehensweise bietet die notige Sensitivitét fiir Experimente in Wasser bei
submillimolaren Konzentrationen und die Selektivitdt zur gezielten Untersuchung
der Carboxylatbindungsstelle (CBS) des Rezeptors CBS-KKF-NHs.

Anhand des mit TD-DFT berechneten Absorptionsspektrums von CBS-Ala-Ala-
Ala-NH; und den berechneten Molekiilorbitalen, die bei der elektronischen Anre-
gung beteiligt sind, wurde die selektive Verstdarkung der Normalmoden der CBS-
Einheit bei UV-Anregung theoretisch bestétigt. Dies konnte auch durch eine simulta-
ne Bandendekomposition fiir Raman-Spektren, die bei verschiedenen Anregungswel-
lenldngen aufgenommen wurden, iiber die relativen Intensitdten der Phenylalanin-
Bande gezeigt werden. Somit koénnen die wichtigsten spektralen Anderungen bei der
Komplexierung auf eine Verdnderung der CBS-Einheit zuriickgefiihrt werden.
Erste berechnete Raman-Spektren an einem Rezeptor-Modellsystem und dessen
Komplexierung unter Beriicksichtigung der wissrigen Umgebung (DFT/PCM) sind
vielversprechend, aber noch nicht ausreichend fiir eine detaillierte quantitative Ana-
lyse dieser spektralen Anderungen. Trotzdem zeigen diese Studien, dass die beobach-
teten spektralen Anderungen durch eine Kombination mehrerer Effekte verursacht
werden. Neben der Komplexierung der CBS beeinflussen auch der pH-Wert und die
Temperatur (Vorliegen verschiedener Konformere) das Raman-Spektrum.

Dieses komplexe Zusammenspiel verschiedener Faktoren ist in Abb. 23 schematisch
dargestellt; diese Ubersicht soll die Vielzahl moglicher in Losung vorliegender Spezi-
es des Modellsystems CBS-Amid illustrieren. Alle vier méglichen Konformere (Abb.
23 links) konnen zudem auch noch in ihrer protonierten und deprotonierten Form
vorliegen (Abb. 23 Mitte), so dass insgesamt acht verschiedene Spezies moglich sind.
In weiterfithrenden Studien von Dr. Sunil Srivastava und Stephan Niebling®®) wur-
de die pH-Abhéngigkeit der UV-Resonanz-Raman-Spektren von CBS-Amid und
CBS-KKF-NH, in Wasser untersucht. Sowohl fiir das Modellsystem CBS-Amid als
auch fiir den Rezeptor CBS-KKF-NH; wurde eine starke pH-Abhéngigkeit der UV-

Resonanz-Raman-Spektren beobachtet.
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3 Charakterisierung von Wirkstoffen und Wirkstoff-Substrat-Komplexen
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Abb. 23: Ubersicht der verschiedenen Spezies der Modellsubstanz CBS-Amid in wissriger
Losung. Zusétzliche pH- und Temperatur-abhéingige Experiment sind nétig, um die einzelnen

Beitrige zu separieren.

Derzeit werden temperaturabhéngige Experimente bei verschiedenen pH-Werten
durchgefiihrt, um die Beitrédge einzelner Konformere in den Raman-Spektren zu
bestimmen.

Um mit Hilfe von DFT-Rechnungen die Normalmoden eindeutig zuzuordnen, werden
weitere Experimente in DO zum Deuterium-Austausch der aziden CBS-Protonen
benotigt. Ebenfalls sehr hilfreich bei der Modenzuordnung wéaren FT-IR-Spektren
der wassrigen Rezeptorlosungen.

Fiir die Interpretation der Raman-Bindungsstudien sollte die Struktur des gebil-

deten Komplexes bekannt sein, um ausgehend von dieser Struktur weitere quan-

02



3 Charakterisierung von Wirkstoffen und Wirkstoff-Substrat-Komplexen

tenchemische Rechnungen durchfiihren zu kénnen. Eine NMR-Strukturbestimmung
des Komplexes in Losung konnte zum Beispiel in DMSO und idealerweise in Wasser
durchgefiihrt werden. In weiteren Studien kénnen durch Tief-UV-Resonanz-Raman-
Spektroskopie mit noch kiirzerwelligeren UV-Laserlinien selektiv die Peptidriickgra-

te von Rezeptor und Substrat resonant verstiarkt werden.
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4 Wirkstoff-Charakterisierung auf einzelnen Festphasen-Partikeln

4 Wirkstoff-Charakterisierung auf einzelnen

Festphasen-Partikeln

4.1 Kenntnisstand und Aufgabenstellung

Festphasengebundene Substanzen finden heutzutage vielfaltigen Einsatz in der Che-
mie: nicht nur bei der Synthese von Nukleinséduren, Peptiden oder Kohlenhydraten,
sondern auch fiir die weitere Untersuchung und direkte Anwendung in der supramo-

lekularen Chemie®)-3) oder der medizinischen Chemie.(®%-(96

) In der Regel wird
dabei ein vernetztes Polystyrolharz mit einer Beladung von einigen 100 pmol Sub-
stanz pro Harzkiigelchen verwendet. Wegen dieser sehr geringen Mengen ist es au-
Berordentlich schwierig, die gebundenen Substanzen auf den Harzkiigelchen direkt
zu analysieren. Meistens werden daher die Eigenschaften der harzgebundenen Sub-
stanzen (z. B. ihre Féhigkeit zur Bindung eines spezifischen Substrats) in Screening-
Experimenten mit fluorophor- oder chromophormarkierten Substraten untersucht

(sieche Abb. 24).097): (%)

Abb. 24: Screening einer festphasenbasierten kombinatorischen Bibliothek von Rezeptoren

mit fluorophor-markiertem Substrat.
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4 Wirkstoff-Charakterisierung auf einzelnen Festphasen-Partikeln

Dabei ist es aber oft nicht moglich, direkt die Identitdat der auf dem Harz befindli-
chen Substanz oder gar die Struktur der gebildeten Komplexe zu bestimmen.©9)-(101)
Fiir Bibliotheken aus chemisch sehr unterschiedlichen Substanzen gelingt manchmal
eine direkte massenspektrometrische (MS) Analyse. Da die Substanzen hierfiir aber
vom Harz abgespalten werden miissen, ist eine solche Analyse unmittelbar wahrend
eines Screening-Experiments nicht maglich.(192-01%4) Eine Alternative besteht in der
Einfithrung eines Markers (chemical tagging), was aber den Aufwand der Festpha-
sensynthese erhoht, da zusétzlich zur Substanz auch noch der Marker auf dem Harz
angebracht werden muss, der es spéter ermoglicht, die Identitédt der harzgebundenen
Substanz zu bestimmen. Weil der Marker weder bei der Synthese der Substanz noch
beim anschlieBenden Screening stéren darf, stehen héufig nur wenige Marker zur
Auswahl. (10%)

Eine direkte und markierungsfreie Detektion einer festphasengebundenen Substanz
ist daher eine interessante Alternative. Allerdings muss jede spektroskopische Cha-
rakterisierung einer festphasengebundenen Substanz zwei Herausforderungen meis-
tern: die geringe Beladung mit dem nachzuweisenden Stoff und den groBen Uber-
schuss an Harzmaterial, welches meistens ebenfalls spektroskopisch erfasst wird. Bei
einzelnen Harzkiigelchen mit picomolarer Beladung scheiden dadurch, zumindest
fiir die iiblichen Harzmaterialien, Techniken wie die nicht ausreichend empfindli-
che Festkorper-NMR-Spektroskopie aus. Auch hoch empfindliche Techniken wie die
UV-Absorptions- oder die Fluoreszenzspektroskopie sind nicht geeignet. Prinzipi-
ell wiren schwingungsspektroskopische Techniken wie die Raman(*®- oder die IR-

106)-(109) da sie nicht nur ausreichend empfindlich sind,

Spektroskopie gut einsetzbar,
sondern (im Unterschied zu UV-Absorptions- und Fluoreszenzspektroskopie) auch
detaillierte Informationen iiber die chemische Zusammensetzung und Struktur der

)~(113) Normalerweise gelingt es mit

harzgebundenen Substanzen liefern kénnen. (10
schwingungsspektroskopischen Techniken aber nicht, die eigentliche Substanz von
dem ebenfalls spektroskopisch aktiven Harzmaterial zu unterscheiden.

In diesem Zusammenhang sollte hier mittels oberflichenverstéirkter Raman-Streuung
(SERS, surface-enhanced Raman scattering) direkt und markierungsfrei eine fest-
phasengebundene Substanz auf einem einzelnen Harzkiigelchen detektiert werden.
SERS ist eine ultrasensitive Variante der Raman-Streuung fiir Molekiile auf und

in der Nahe von metallischen Nanostrukturen und vereint dabei die Vorteile der
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o Ag colloid

O

i d~20 nm

= Spacer \

@ (o] H 5 (o] H

= 4©—“W\ é\/o}ﬁ N - N / \

2 ° SNy NP
> 0 H o H

- n>45 HN___NH,
7 i
= N HoN
S NH,

no SERS effect

Abb. 25: Silbernanopartikel fithren zu einer enormen SERS-Verstirkung des Raman-Signals
fiir Molekiile, die sich nahe ihrer Oberfliche befinden. Das Raman-Signal von Rezeptor 1
erfihrt eine Verstidrkung, die weiter von der Silberoberfliche entfernte Polystyrolmatrix aber

nicht.

Raman-Spektroskopie mit einer hoch empfindlichen Detektion von Substanzen in der
Nihe der Oberfliche von Metall-Nanostrukturen. (16 (19, (29), (1149-(117) Hinfig werden
sphérische Nanopartikel aus Silber und Gold mit Durchmessern von typischerweise
20 bis 100 nm zur Verstiarkung der Raman-Streuung eingesetzt. Dabei nutzt man die
optische Anregung von Oberflachenplasmonen, also von den kollektiven Schwingun-
gen des freien Elektronengases im Metall, aus. Die resultierende elektromagnetische
Feldverstarkung im Nahfeld der Metalloberfliche verstiarkt das Raman-Signal von
Molekiilen um bis zu 14 GroBlenordnungen, bis hin zur Detektion einzelner Molekiile.
Die starke Abstandsabhingigkeit des SERS-Effekts (r~'2) liisst sich nun nutzen, um
eine festphasengebundene Substanz vom Harzmaterial zu unterscheiden (Abb. 25).
Als Beispiel fiir die Anwendung von SERS zur direkten und markierungsfreien De-
tektion einer festphasengebundenen Substanz wurde der kiinstliche Peptidrezeptor
CBS-Lys-Lys-Phe-NHR (1; siehe Kapitel 3) auf einem handelsiiblichen TentaGel-

NH,y-Harz untersucht. (9 (60), (118)
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4 Wirkstoff-Charakterisierung auf einzelnen Festphasen-Partikeln

4.2 Material und Methoden

4.2.1 Kolloidsynthesen

(119) 1110

Zur Synthese der Silbernanopartikel wurde ein Ansatz von Lee und Meisel
difiziert. In allen Experimenten wurde frisch entgastes und mit Argon geséttig-
tes deionisiertes Wasser (spezifischer Widerstand: 18 MQcm) verwendet. Samtli-
che Glasgerite wurden sorgfiltig mit Konigswasser gereinigt und mit deionisiertem
Wasser gespiilt. Die Umsetzung erfolgte unter Argon-Atmosphére in einem 500 ml-
Rundkolben mit Kiihler. Zu einer siedenden Lésung von AgNO3 (45 mg) in Wasser
(250 ml) wurde unter heftigem Riihren eine 1-%ige Natriumcitrat-Losung (5 ml)

gegeben. Die Reaktionsmischung wurde anschlieend weitere 90 min erhitzt.

4.2.2 Probenpraparation

400 pl der kolloidalen Silberlosung wurden mit gequollenen Harzkiigelchen ver-
mischt, die vorher mindestens 3 h mit einer 0.1 M KCIl-Losung versetzt worden
waren. Die Aggregation der Nanopartikel wurde durch die Zugabe von 60 pul einer
0.1 M KCI-Losung eingeleitet. Nach der Aggregation der Nanopartikel wurde durch
Zugabe von 30 ul 0.1 M HCI1 der pH-Wert auf 2.5 eingestellt.

4.2.3 Raman-Mikrospektroskopie

Die SERS-Spektren wurden mit einem Raman-Mikrospektrometer (Horiba-Jobin-
Yvon, Modell LabRam, holographisches Gitter mit 1800 Strichen pro Millimeter)
aufgenommen. Die Strahlung eines HeNe-Lasers (632.8 nm) wurde mit einem 50fach
vergroBernden Mikroskopobjektiv (Olympus, Model LMPlanFL) auf die Probe fo-
kussiert und in Riickstreugeometrie gesammelt. Die Laserleistung auf der Probe
betrug bei diesen Messungen etwa 10 mW. Die Detektion des Raman-Spektrums
erfolgte mit einer Peltier-gekiihlten CCD-Kamera. Die Autofluoreszenz der Verbin-
dungen, wie sie bei konventionellen Raman-Spektren auftritt, wird in den SERS-

Experimenten auf dem Harz effizient gelscht.
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4 Wirkstoff-Charakterisierung auf einzelnen Festphasen-Partikeln

4.3 Ergebnisse und Diskussion

In fraktalen Strukturen aus aggregierten Edelmetallnanopartikeln ist eine
Verstirkung des Raman-Signals von bis zu 10 erreichbar. In den Expe-
rimenten wurden Silber-Nanopartikel eingesetzt, die durch Reduktion einer
Silbernitratlosung mit Natriumcitrat nasschemisch hergestellt wurden (Abb. 26
rechts). Das im Uberschuss zugegebene Citrat erzeugt durch Adsorption auf der
Oberfliche der gebildeten Nanopartikel ein negatives Oberflichenpotential. Diese
negative Ladung bewirkt eine Abstoflung der einzelnen Nanopartikel voneinander
und verhindert so die Aggregation und das Ausfallen der Partikel. Fiir ultra-
sensitive Anwendungen miissen die Nanopartikel dagegen aggregieren. Ist die
Konzentration an Analytmolekiilen hoch genug, um das stabilisierende Citrat von
der Nanopartikeloberfliche zu verdrangen, kann eine Aggregation stattfinden. Um
bei sehr geringen Analytkonzentrationen eine Aggregation zu initiieren, kann die
Ionenstirke der Suspension zum Beispiel mit Natrium- oder Kaliumchlorid erhoht
werden. Diese Ionen verringern die Stabilitdt der einzelnen Nanopartikel, indem
sie auf der Partikeloberfliche adsorbiertes Citrat teilweise verdréingen kénnen und
gleichzeitig eine Verringerung des Zeta-Potentials bewirken (siehe Zeta-Potential
in Kapitel 2.2). Bereits geringste Mengen an Analytmolekiilen fiihren dann zur

Aggregation des Kolloids.

=

0

nNano

130 um

20 nm

Abb. 26: Links: Tenta-Gel-Harzkiigelchen unter dem Lichtmikroskop. Rechts: Transmissions-
Elektronen-Mikroskop-Bild von Silber-Nanopartikeln.
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4 Wirkstoff-Charakterisierung auf einzelnen Festphasen-Partikeln

Fiir die Untersuchungen wurden 400 ul der citratstabilisierten kolloidalen Losung
mit gequollenen Harzkiigelchen vermischt, die vorher mindestens 3 h mit einer 0.1
M KCI-Losung versetzt worden waren. Auf dem Harz (Abb. 26 links) war zuvor im
Arbeitskreis von Prof. Schmuck durch Standard-Festphasenpeptidchemie mithilfe
einer Fmoc-Schutzgruppenstrategie die Verbindung 1 synthetisiert worden.

Die Aggregation der Nanopartikel wurde durch die Zugabe von 60 pl einer 0.1 M
KCl-Losung eingeleitet. Nach der Aggregation der Nanopartikel wurde durch Zu-
gabe von 30 pl 0.1 M HCI der pH-Wert auf 2.5 eingestellt, um eine vollstédndige
Protonierung der zu untersuchenden Substanz sicher zu stellen. Die Aufnahme der
SERS-Spektren erfolgte dann mit einem Raman-Mikrospektrometer (Anregungswel-
lenlinge 633 nm). Da die Nanopartikel im vorliegenden Fall etwa um den Faktor 104
kleiner sind als die Harzkiigelchen (Abb. 26), wechselwirken die Silber-Nanopartikel

nur mit kleinen Ausschnitten der Oberfliche der Harzkiigelchen. Auf den Nanopar-

SERS auf
Festphase

A =633 nm

exc

~ 50 fmol

Raman in
Wasser

A =458 nm

exc

~20 mM

Raman-Intensitat

1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Wellenzahl / cm™

Abb. 27: SERS-Spektrum von 1 auf einem einzelnen Harzkiigelchen (oben). Als Referenz ist

ein konventionelles Raman-Spektrum gezeigt, das in Losung aufgenommen wurde (unten).

29



4 Wirkstoff-Charakterisierung auf einzelnen Festphasen-Partikeln

tikeln sind daher im Wesentlichen nur die Molekiile von Verbindung 1 adsorbiert,
die {iber lange Polyethylenglycol-Ketten (M = 2000 g/mol, n > 45) auf der Polysty-
rolmatrix angebracht sind.

Die Matrix ist dagegen zu weit entfernt, um noch eine signifikante SERS-Verstarkung
zu erfahren. Unter diesen Bedingungen war es mdoglich, mit 50 fmol der Verbindung
1 auf einem Harzkiigelchen innerhalb weniger Sekunden ein SERS-Spektrum zu
erhalten (Abb. 27, oben).

Ein qualitativer Vergleich mit dem konventionellen Raman-Spektrum einer Losung
von 1 (R=H), fiir das eine 20 mM wissrige Losung und etwa 30 Minuten Mess-
zeit benotigt wurden, bestétigt, dass im SERS-Spektrum keine Beitrige der Po-
lystyrolmatrix zu beobachten sind (Abb. 27, unten). Diese Methode zur direkten
Detektion auf dem Harz mit SERS ist etwa 10° bis 107-mal empfindlicher als die
Raman-Spektroskopie in Losung und benotigt nur Sekunden gegeniiber einer halben
Stunde. So konnte gezeigt werden, dass eine direkte und markierungsfreie Detekti-
on von festphasengebundenen Substanzen auch auf den {iblicherweise bei Synthesen
verwendeten Harzen mit entsprechend geringer Beladung moglich ist.

Zudem wurde die Reproduzierbarkeit dieses neuen schwingungsspektroskopischen
Ansatzes zur direkten Detektion von festphasengebundenen Substanzen untersucht.

Dazu wurden einerseits jeweils SERS-Spektren an unterschiedlichen Stellen der

Abb. 28: Mikroskopbild eines einzelnen TentaGel-Harzkiigelchens mit aggregierten Silber-

Nanopartikeln auf der Oberfliche (links). An jedem weifl eingezeichneten Punkt wurde ein
SERS-Spektrum von 1 aufgenommen (Messdauer 10 Sekunden). Die Reproduzierbarkeit dieser
Spektren zeigt sich anhand der 3D-Darstellung der basislinienkorrigierten Raman-Intensitéiten
der Markerbande bei 1700 cm™! (rechts).

60
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Oberflache eines Harzkiigelchens aufgenommen, andererseits von den festphasen-
gebundenen Substanzen auf verschiedenen Harzkiigelchen. In allen Féllen wurde
nahezu das gleiche SERS-Spektrum fiir 1 erhalten. Selbst die Intensitéiten der ein-
zelnen Banden variierten nur in geringem Mafle.

Dies ist exemplarisch an einem Raman-Mappingexperiment in Abb. 28 gezeigt. An
jedem weifl eingezeichneten Punkt wurde ein SERS-Spektrum von 1 aufgenommen
(Messdauer 10 Sekunden). Die Reproduzierbarkeit dieser Spektren zeigt sich anhand
der 3D-Darstellung der basislinienkorrigierten Raman-Intensitdten der Markerbande
bei 1700 cm™! (Abb. 28, rechts). In jedem Punkt konnte ein Spektrum von Verbin-
dung 1 erhalten werden. Da der Laser auf den hochsten Punkt des sphérischen
Harzkiigelchens fokusiert wurde, werden durch die deutlich hohere Laserleistung in

der Mitte des Kiigelchens auch die intensivsten SERS-Signale gemessen.

Raman-Intensitat

I ' I ' I ' I
1750 1625 1500 1375 1250 1125 1000 875
Wellenzahl / cm”

Abb. 29: Reproduzierbarkeit der SERS-mikrospektroskopischen Detektion von festphasenge-
bundenen Substanzen auf einem einzelnen Harzkiigelchen. Schwarze Linie: Mittelwertspektrum
(1) basierend auf den 36 Spektren des Raman-Mappingexperiments in Abb. 28. Die blauen

Linien beschreiben die Ober- und Untergrenze einer Standardabweichung (u 4 o).
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Das Ergebnis der statistischen Auswertung des Raman-Spektrensatzes (6 x 6 = 36
Spektren) aus dem Mappingexperiment ist in Abb. 29 gezeigt. In schwarz ist das
Mittelwertsspektrum der 36 Einzelspektren aufgetragen. Die blauen Spektren geben
die Ober- und Untergrenze der berechneten Standardabweichung an.

Zur Bestimmung der spektralen Reproduzierbarkeit wurden die 36 Einzelspektren
auf die jeweils intensivste Bande normiert. In Tabelle 1 sind die fiir die sieben
dominantesten Banden bestimmten relativen Standardabweichungen (relative

standard deviation, RSD) aufgelistet. Die durchschnittliche RSD betréagt nur 9.7 %.

Diese Methode ist auch in der Lage, zwischen verschiedenen harzgebundenen Sub-
stanzen zu unterscheiden. Dazu wurde das SERS-Spektrum einer zu 1 strukturell
dhnlichen Verbindung (CBS-Ala-Ile-Val-NHR) aufgenommen, die aber eine andere
Aminoséuresequenz im Tripeptidteil enthélt (siehe Abb. 30). Das SERS-Spektrum,
das von dieser Substanz wiederum innerhalb weniger Sekunden direkt von einem ein-
zelnen Harzkiigelchen aufgenommen wurde, entspricht dem konventionellen Raman-
Spektrum im Festkorper. Allerdings weist dieses SERS-Spektrum charakteristische
Unterschiede zum Spektrum von 1 auf, sodass diese Methode zwischen verschiedenen
harzgebundenen Substanzen unterscheiden kann.

Dadurch eroffnen sich zusétzliche Moglichkeiten, diese Methoden zur Strukturbe-
stimmung und Identifizierung unbekannter Substanzen einzusetzen, oder anhand

von Anderungen im Raman-Spektrum eine Komplexierung an der Harzoberfliche

Tab. 1: Relative Standardabweichung nach Basislinienkorrektur der 36 SERS-Spektren und

Normierung jedes einzelnen Spektrums auf die jeweils intensivste Bande.

Wellenzahl/cm ™! | Relative Standardabweichung/%
1697 8.7
1448 10.3
1405 12.5
1333 13.4
1001 4.4
985 8.6
955 9.8
Mittelwert (n=7) 9.7
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CBS-Ala-lle-Val SERS

auf Festphase

Raman
Reinsubstanz

Raman-Intensitat

1800 1600 1400 1200 1000
Wellenzahl / cm”

Abb. 30: SERS-Spektrum einer zweiten Verbindung (CBS-Ala-Ile- Val) auf einem einzel-
nen TentaGel-Harzkiigelchen, die sich nur im Tripepetid-Teil von Verbindung 1 unterscheidet
(oben). Als Referenz ist ein konventionelles Festkorper-Raman-Spektrum der Substanz ge-
zeigt (unten). Im Vergleich mit Abb. 29 ist der Unterschied in den SERS-Spektren der beiden

Substanzen deutlich zu erkennen.

zu verfolgen. Die Technik ist zudem nicht auf das TentaGel-Harz beschréankt - auch
andere Harze wie PAM (=Phenylacetamidomethyl-Harz) konnen eingesetzt wer-
den. Allerdings ist die Qualitit dann etwas schlechter als bei TentaGel, was auf
den stiarkeren Untergrund fiir die Polystyrolmatrix in diesen Spektren zuriickfithren
ist. Wegen kiirzerer Abstandshalter ist der Abstand zu den Nanopartikeln gerin-
ger als bei TentaGel und es findet dadurch (SERS-Abstandsabhéngigkeit) auch eine
Verstéarkung der spektralen Beitrége der Polystyrolmatrix statt.
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4.4 Zusammenfassung und Ausblick

Es wurde eine festphasengebundene Substanz auf einzelnen Harzkiigelchen unter
Anwendung der SERS-Mikrospektroskopie direkt und markierungsfrei nachgewie-
sen. Da die Beladung solcher Harze nur ca. 100 pmol pro Kiigelchen betrigt, muss-
te das Raman-Signal der festphasengebundenen Substanz {iber aggregierte Silber-
Nanopartikel selektiv an der Oberfliche der Harzkiigelchen verstarkt werden. Der
Vergleich der SERS-Spektren die auf einzelnen Harzkiigelchen aufgenommen wurden
mit einem konventionellen Raman-Spektrum der untersuchten Substanz in wéss-
riger Losung belegt die selektive Verstirkung durch die Silber-Nanopartikel. Die
abstandsabhéngige und daher selektive Verstirkung des Raman-Signals {iber den
SERS-Effekt ist so grofl, dass spektrale Beitrage des Harzes im Spektrum nicht
mehr auftreten.

In einem bildgebenden SERS-Experiment an einem einzelnen Harzkiigelchen konn-
te die hohe Reproduzierbarkeit dieser Methode gezeigt werden. Unseres Wissens
ist dies der erste direkte und markierungsfreie Nachweis einer festphasengebunde-
nen Substanz auf einem einzelnen Harzkiigelchen mit SERS-Mikrospektroskopie.
Die ortsaufgeloste Detektion, d. h. die Aufnahme von Spektren auf verschiedenen
Harzkiigelchen durch eine Kombination mit der Raman-Mikrospektroskopie, sollte
in Zukunft auch die Analyse von kombinatorischen Bibliotheken erlauben.
Bindungstudien auf einzelnen Harzkiigelchen sind derzeit noch nicht méglich, da die
festphasengebundenen Rezeptormolekiile und das Substrat in Lésung iiber Amino-
und Carboxyl-Gruppen mit der Oberflache der Silber-Nanopartikel wechselwirken.
Daher werden neue SERS-Substrate benotigt, die eine geschiitzte Oberflache besit-
zen wodurch die Wechselwirkungen minimiert werden.

Im Moment werden in weiterfiihrenden Arbeiten zwei Wege verfolgt, die
Nanopartikel-Oberfliche unter Beibehaltung der SERS-Aktivitdt vor direkter Ad-
sorption der Analytmolekiile auf der Metalloberfliche zu schiitzen. Im ersten Ansatz
sollen die Silber-Nanopartikel mit selbstorganisierenden Monolagen (SAM) aus Al-
kanthiolen beschichtet werden, um eine Adsorption der Rezeptor- und Tetrapeptid-
Molekiile zu verhindern (siehe Abb. 31 links). Die von der SAM nach auflen zeigenden
chemischen Endgruppen der Alkanthiole werden die Minimierung der Wechselwir-

kung entscheidend bestimmen.
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Abb. 31: Links: SAM von Mercaptoundekan auf einem Silber-Nanopartikel. Rechts: Silica-

verkapselte Silber-Nanopartikel auf einem Silica-Nanopartikel.

Im zweiten Ansatz soll, wie in Abb. 31 rechts gezeigt, durch die Herstellung kon-
trollierter Nanopartikel-Assemblate eine Plasmonen-Kopplung fiir enorme SERS-
Verstarkung wie in aggregierten Nanopartikel realisiert werden. Zum Schutz vor Ad-
sorption der zu detektierenden Molekiile auf den Nanopartikeln wird eine moglichst

diinne Silicaverkapselung angestrebt.
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5.1 Kenntnisstand und Aufgabenstellung
Nanodiagnostik

Die Wechselwirkung zwischen funktionalisierten Nanostrukturen und Biomolekiilen

120),(121) Detektion, Markierung

ist ein zentrales Gebiet der Nanobiotechnologie.(
und Lokalisierung von Biomolekiilen sind nur einige Beispiele.(1?2-(123) Der selek-
tive Nachweis von Proteinen beispielsweise gelingt mit Hilfe markierter Antikorper.
Hierfiir wurde eine Vielzahl verschiedener Markierungs- und Auslese-Methoden ent-
wickelt. Am weitesten verbreitet sind optische Methoden wie Fluoreszenz und elek-
tronische Absorption.

Die oberflichenverstirkte Raman-Streuung (surface-enhanced Raman scattering,
SERS), eine ultrasensitive Variante der Raman-Streuung, spielt eine immer wich-

124),(125) Tm Vergleich zu etablierten Mar-

tigere Rolle in diesem Forschungsgebiet.(
kierungsmethoden, wie zum Beispiel der Markierung iiber molekulare Fluorophore,
bietet die SERS-basierte Detektion mehrere einzigartige Vorteile. Ein enorm wichti-
ger Vorteil ist die hohe Multiplexing-Kapazitét: die parallele Detektion einer Vielzahl
unterschiedlicher Zielmolekiile mit SERS-Markern durch den minimalen Uberlapp
schmaler Raman-Schwingungsbanden. 126), (127)

Zum Auslesen der charakteristischen Spektren von mehreren Raman- bzw. SERS-
Markern wird nur eine einzige Laseranregungswellenldange benotigt, weil nicht wie
bei fluoreszenzbasierten Methoden die Anregungswellenléinge auf die elektronischen
Uberginge des jeweiligen Fluoreszenzfarbstoffs abgestimmt sein muss, sondern aus-
schliefllich auf die Plasmonenbande des signalverstdrkenden Nanopartikels.

Weitere wichtige Aspekte sind die Quantifizierbarkeit von Zielmolekiilkonzentra-
tionen, die Photostabilitit der Marker und die enorme Sensitivitit der SERS-
Technologie, im Besonderen der oberflichenverstirkten Resonanz-Raman-Streuung
(SERRS).

Zur SERS/SERRS-basierten Detektion von Proteinen und Nukleinsduren existieren

126), (128)—(136)

bereits einige Konzepte.( Im Folgenden sind drei dieser Konzepte kurz

vorgestellt.
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Bifunktionelle selbstorganisierende Monolage (SAM) auf Gold-Nanopartikeln

Das erste SERS-Marker-Konzept, bei dem Raman-Marker und Antikérper an ein
Metall-Nanopartikel konjugiert sind, wurde im Jahr 1999 von Marc D. Porter und
Mitarbeitern publiziert.('?®) Abb. 32 zeigt eine Weiterentwicklung der SERS-Marker

(129),(131) Spharische Gold-Nanopartikel sind mit einer

aus derselben Arbeitsgruppe.
bifunktionellen selbstorganisierenden Monolage (self-assembled monolayer, SAM)
aus Raman-Markern bedeckt, welche gleichzeitig iiber Aktivester-Gruppen verfiigt,
die kovalent Biomolekiile binden kénnen. Die maximale Bedeckung der Nanopar-
tikeloberfliche mit Raman-Markern durch die Ausbildung einer SAM erhoht die
SERS-Intensitét im Vergleich zu SERS-Markern mit unvollsténdig bedeckter Ober-
fliche. Gleichzeitig schiitzt die SAM die Nanopartikel auch vor einer ungewollten
Koadsorption anderer SERS-aktiver Molekiile aus der zu untersuchenden Probe. Mit
diesen SERS-Markern konnte in Sandwich-Immuno-Assays das prostataspezifische
Antigen (PSA) in femtomolaren Konzentrationen nachgewiesen werden.!??) Diese
Messungen wurden auf goldbeschichteten Glassubstraten durchgefiihrt, um durch
eine Plasmonenkopplung mit der Goldbeschichtung die Nanopartikel resonant anzu-
regen. Die SERS-Marker mit einer Plasmonenbande um 530 nm in Lésung konnten
so in den Assays mit einem HeNe-Laser (633 nm) ausgelesen werden, um die stéren-
de Autofluoreszenz der Biomolekiile im Assay zu minimieren. Das gleiche Konzept

wurde auch zur schnellen und hochsensitiven Detektion von Viren eingesetzt.(130)

Abb. 32: SERS-Marker der
Gruppe um Marc D. Porter:
Gold-Nanokugeln mit signalge-
bender Monolage aus Raman-
Markern. Die Molekiile in der
selbstorganisierenden Monolage
tragen reaktive Gruppen, um
Biomolekiile, wie zum Beispiel

Antikorper, kovalent zu binden.
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Silicaverkapselte SERS-aktive Gold-Nanopartikel

Das Marker-Konzept von Michael J. Natan und Mitarbeitern beinhaltet die Ver-
kapselung SERS-aktiver Gold-Nanopartikel mit Silica (siche Abb. 33).(136)(137) Die
Silicaschale verleiht den Markern eine enorme chemische und mechanische Stabilitét.
Die Raman-Marker auf der Nanopartikel-Oberfliche sind durch die Silicaschicht von
externen Einfliissen geschiitzt. Eine Koadsorption von Raman-aktiven Fremdmo-
lekiilen aus der zu untersuchenden Probe und somit ein Verdridngen der eigentli-
chen Raman-Marker ist nahezu ausgeschlossen. Diese verkapselten Marker zeigen
auch eine deutlich erhohte Stabilitdt in aggressiven Losungsmitteln. So verlangert
zum Beispiel eine 20 nm dicke Silicaschale das vollstéandige Auflésen nackter Gold-
Nanopartikel in einer Suspension in Konigswasser von weniger als 15 sec auf ca.
3 h. Ein weiterer Vorteil dieser verkapselten SERS-Marker liegt in der Funktio-
nalisierungschemie. Die Silicaschale verhélt sich chemisch wie ein reiner Silica-
Nanopartikel und kann durch etablierte Protokolle biofunktionalisiert werden. Un-
abhéngig davon welcher Raman-Marker auf die Nanopartikel aufgebracht wurde
kénnen nach der Silicaverkapselung die gleichen Protokolle zur Anbindung von Bio-
molekiilen angewandt werden. Fiir eine kontrollierte Silicaverkapselung miissen die
Gold-Nanopartikel allerdings durch Koadsorption von Mercaptopropyltrimethoxy-
silan (MPTMS) neben den Raman-Markern vitreophilisiert werden (d.h. die Ober-
flachen fiir eine Silicaverkapselung vorbereiten). Typischerweise werden die Nanopar-
tikel mit einem Verhéltnis von einem Raman-Markermolekiil zu zwanzig MPTMS-
Molekiilen belegt. Entsprechend kénnen die Raman-Marker keine SAM auf der Gold-

_Z SERS-Marker bestehend aus einer
oo 0/ ) Gold-Nanokugel, einer Submono-

N lage aus Raman-Markern auf der

‘\
//i/ Abb. 33: Silicaverkapselter
%o

5 Partikeloberfliche und einer Silica-
schale, an die nach einer Amino-
H\\\\: oder Thiol-Funktionalisierung iiber
% heterobifunktionale Abstandshalter
Antikorper gekoppelt werden.
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oberflache ausbilden, was zu einer geringeren Anzahl von signalgebenden Molekiilen
auf den Nanopartikeln fiihrt und so die Sensitivitit der SERS-Marker verringert.
Zusétzlich kann die uneinheitliche Orientierung der Raman-Marker auf den Gold-
partikeln zur Folge haben, dass im Gegensatz zur SAM deutlich mehr Banden in den
SERS-Spektren beobachtet werden (siehe SERS-Auswahlregeln in Kapitel 2.1.3), die

eine Mehrfachdetektion vieler unterschiedlicher SERS-Marker stark einschranken.

Protein-verkapselte SERS-Marker aus aggregierten Silber-Nanopartikeln

In Abb. 34 ist das SERS-Marker-Konzept der Intel Corp. schematisch darge-
stellt.(38) Der SERS-aktive Teil dieser Marker besteht aus jeweils ~ 20 nm grofien
aggregierten Silber-Nanopartikeln, die durch die gezielte Herstellung von hot spots
eine deutlich erhchte Sensitivitit gegeniiber SERS-Markern besitzen, die aus ein-
zelnen Nanopartikeln bestehen. Die aggregierten Silberpartikel sind nur teilweise
mit Raman-Markern bedeckt und durch eine &duflere Proteinhiille geschiitzt. Hier-
zu wird nach der induzierten Aggregation Rinderserumalbumin (englisch: Bovine
Serum albumin, BSA) auf der Oberflache der Partikel adsorbiert, das anschlieend
mit Glutaraldehyd quervernetzt wird. Eine Anbindung von Biomolekiilen an die
SERS-Marker erfolgt direkt an die BSA-Hiille. PSA-Antikorper konnten direkt iiber
etablierte Konjugationschemie kovalent an die BSA-Hiille gebunden werden und die
Verteilung von PSA in Prostatagewebe mittels SERS-Mikroskopie bestimmt wer-
den.8) In neuesten Arbeiten wurden mit diesen Markern zwei verschiedene Epitope

in einzelnen Zellen simultan nachgewiesen. 3%

Abb. 34: Composite organic-
inorganic nanoparticles
(COINs) der Intel Corporati-
on: SERS-aktive aggregierte
Silber-Nanopartikel die teil-
weise mit Raman-Markern
bedeckt sind. Die aggregierten
Silber-Nanopartikel sind
mit  einer  quervernetzten
BSA-Hiille umgeben, an die

Antikorper gebunden werden.
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Entwicklung neuer Konzepte

In dieser Arbeit sollten SERS-Marker auf der Basis von einzelnen, nicht aggregier-
ten Nanopartikeln fiir den Einsatz in biomedizinischen Fragestellungen entwickelt
werden. Zur Minimierung storender Fluoreszenzbeitriage sollten die SERS-Marker
fiir eine Anregung mit rotem bis nah-infrarotem Laserlicht optimiert werden. Dies
kann durch einen Austausch der sphérischen Gold-Nanopartikel durch andere Parti-
kelgeometrien mit rotverschobenen Plasmonresonanzen erreicht werden. Auflerdem
sollten fiir eine reproduzierbar hohe SERS-Intensitéit die Raman-Marker auf den
Nanopartikeln in einer SAM vorliegen.

Bei ersten Versuchen das Konzept der Porter-Gruppe (siehe Abb. 32) auf Gold-
Nanoschalen zu reproduzieren, stellte sich heraus, dass eine effiziente Konjugation
der Antikérper an die SERS-Marker praktisch nicht moglich ist. Eine Erklarung
fiir diese Beobachtungen ist die sterisch stark gehinderte Zugénglichkeit des NHS-
Aktivesters als Bindungsstelle fiir das Biomolekiil in einer dicht gepackten SAM.
Wie in Abb. 35 zu sehen, ist ein nukleophiler Riickseitenangriff der Amino-Gruppen
eines Biomolekiils bei einer vollstiandig ausgebildeten SAM kaum moglich, so dass
die Reaktivitdt dieser SERS-Marker fiir die Biokonjugation deutlich herabgesetzt
ist.

Im Folgenden werden zwei verschiedene Ansétze beschrieben, um das Problem der

sterischen Hinderung zu minimieren. Das Vorliegen einer Monolagenbedeckung aus

Gold-
Nanopartikel

Selbstorganisierende Monolage

Gold-Nanopartikel

Selbstorganisierende Monolage

Abb. 35: Dicht gepackte SAM auf einem Gold-Nanopartikel. Ein nukleophiler Riickseitenan-
griff von Amino-Gruppen auf die reaktiven NHS-Aktivester-Gruppen in der SAM ist sterisch
stark gehindert.
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Raman-Markern auf Gold-Nanoschalen kennzeichnet beide neuen SERS-Marker-
Typen. Eine SAM auf der Nanopartikeloberfliche bedeutet fiir die SERS-Marker
gleich mehrere Vorteile. So wird zum Beispiel eine Koadsorption von anderen Mo-
lekiilen als den Raman-Markern verhindert oder zumindest weitgehend minimiert.
Dadurch werden ungewollte spektrale Storsignale wie zum Beispiel Fluoreszenz ver-
mieden. Zusétzlich stellt eine SAM eine maximale Oberflichenbedeckung der Na-
nopartikel sicher, was zu einer konstant hohen SERS-Sensitivitat fithrt. Durch die
einheitliche Orientierung der Raman-Marker in der SAM (siehe Abb. 35) erfahren
nach den SERS-Auswahlregeln (siehe Kap. 2.1.3) nur wenige Raman-Banden eine

(32) Diese Eigenschaften sind alle sehr wichtig

reproduzierbar hohe Signalverstarkung.
in Bezug auf die Quantifizierung von Zielmolekiilen und die Multiplexing-Kapazitét.
Zunéchst wird in Kapitel 5.3.2 ein SERS-Marker-Konzept vorgestellt, bei dem ein
Raman-Marker mit zwei unterschiedlichen hydrophilen Abstandshaltern eine duale
Monolage ausbildet. Zur Minimierung der sterischen Hinderung sind die proteinbin-
denden reaktiven Gruppen iiber lingere Abstandshalter an den Raman-Markermo-
lekiilen angebracht.

In Kapitel 5.3.3 werden zwei Methoden vorgestellt, wie eine SAM aus Raman-
Markern durch eine Silicaverkapselung geschiitzt und biofunktionalisiert werden
kann.

Abschlielend wird die Anwendung der neu entwickelten SERS-Marker in der Immun-

Histochemie zur SERS-mikroskopischen Bildgebung vorgestellt.
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5.2 Material und Methoden
5.2.1 Synthese der Immun-SERS-Marker
Synthese von Gold/Silber-Nanoschalen

Silber-Nanopartikel aus Silbersalz in einem Polyol-Prozess

Der Polyol-Prozess eignet sich zur Synthese hochkonzentrierter Silber-Nanopartikel-
Suspensionen. Bei der Herstellung sphérischer Silber-Nanopartikel wird eine breite
Grofenverteilung erhalten. Uber die Reaktionsbedingungen kann der mittlere Par-
tikeldurchmesser gesteuert werden.

Exemplarisch ist ein Ansatz zur Herstellung von sphérischen Silber-Nanopartikeln
mit einem mittleren Durchmesser von ca. 60 nm beschrieben. Nanopartikel anderer
GroBe konnen iiber eine Anderung des PVP/Silbernitrat-Verhiltnisses erhalten
werden. (%)

In einem 50 ml Rundkolben wurde eine Losung aus 13 ml Ethylenglykol und 2 g
Poylvinylpyrrolidon K 30 (PVP, molekulare Masse des Polymers = 65000 g/mol)
unter Riihren auf 160 °C erhitzt. Nach 30 min wurde eine Losung aus 310 mg
Silbernitrat in 2 ml Ethylenglykol tropfenweise zugegeben und weitere 90 min bei
160 °C geriihrt. Nach wenigen Minuten zeigte die Reaktionsmischung eine klare
Gelbfiarbung, die auf die Entstehung erster kleiner Silberkeime zuriickzufiihren ist.
Am Ende der Reaktion wurde eine triibe griin-graue Losung erhalten. Anschlieend
wurden 10 ml des Silberkolloids mit Wasser auf 500 ml verdiinnt. Eine Grofiense-
lektion und ein gleichzeitiges Entfernen von Ethylenglykol und PVP wurde durch
zweimaliges Zentrifugieren (60 min bei 4000 U/min) der Silber-Nanopartikel mit

anschlieBender Resuspension in Wasser erreicht.
Gold/Silber-Nanoschalen aus Silber-Nanopartikeln

Die Synthese der Goldschalen aus Silber-Nanopartikeln erfolgte nach der Methode

(35) 300 ml einer stark verdiinnten, relativ monodispersen (Aqz ~

von Sun und Xia.
433 nm, FWHM ~ 100 nm) Silberkolloid-Lésung (¢4, < 1 mM) wurde zum Sieden
erhitzt und tropfenweise mit einer 10 mM wiéssrigen Tetrachlorgoldsdure-Losung

versetzt. Dabei erfolgte ein schrittweiser Farbumschlag von gelb iiber rot-braun zu
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blau. Die Reaktion wurde mit Extinktions-Spektroskopie verfolgt und bei Erreichen
der gewiinschten Zentralposition der Plasmonenbande (A, = 630 nm) die Zuga-
be der Goldionen beendet. Um die Loslichkeit des bei der Reaktion entstehenden
Silberchlorids zu gewéhrleisten, muss in sehr verdiinnten Losungen gearbeitet wer-
den. Bei zu hohen Konzentrationen (c4y, > 1 mM) wird das Loslichkeitsprodukt
von Silberchlorid in siedendem Wasser iiberschritten, ausfallendes Silberchlorid la-
gert sich auf den Metall-Nanopartikeln ab und fithrt zur Ausbildung uneinheitlicher
Gold/Silber-Nanoschalen.

Synthese von Raman-Markern mit hydrophilen Abstandshaltern

Synthese von 5,5 -Dithiobis(2-nitrobenzoesidurechlorid) (2) (DTNB-

Sdurechlorid)

NO, NO,
O O
Oxalylchlorid
OH DCM/THF, AT Cl
S S
2 2
1 2

Abb. 36: Synthese der Raman-Marker-Zwischenstufe DTNB-S&urechlorid 2.

Unter Stickstoffatmosphére wurden 198.2 mg (0.5 mmol) 5,5 -Dithiobis(2-
nitrobenzoeséure) 1 in 1 ml Tetrahydrofuran und 10 ml Dichlormethan gelést und
mit 260 pl (3 mmol) Oxalylchlorid versetzt. Zum Aktivieren der Reaktion wurden
2 Tropfen Dimethylformamid zugegeben. Nach 1 h Reflux wurde das Losungsmittel

am Olpumpenvakuum entfernt und ein hellgelber Riickstand erhalten.

Kopplung des DTNB-Siurechlorids (2) mit Aminoethoxyethanol zu
DTNB-MEG-OH (3)

Zu dem in 2 ml Tetrahydrofuran aufgenommenen, hellgelben Séurechlorid-Riick-

stand 2 wurde eine Losung von 200 pul Aminoethoxyethanol in 5 ml Dichlormethan

getropft. Es bildeten sich ein heller Niederschlag und saure Dampfe. Nach 30 min

74



5 Protein-Lokalisierung mittels biofunktionalisierter Gold/Silber-Nanoschalen

NO, NO,
0O O
NH OH THF/DCM
Cl + 2\/\0/\/ _— HN—\_
S S 0
2 OH/ 2
2 3

Abb. 37: Synthese des Raman-Markers mit kurzem hydrophilen Abstandshalter DTNB-
MEG-OH 3.

Rithren bei Raumtemperatur wurde das Losungsmittel am Olpumpenvakuum ab-
gezogen und in etwas Dichlormethan aufgenommen. Nach erneutem Trocknen wur-
de der olige hellgelbe Riickstand chromatographisch iiber eine Kieselgelsdule mit
Dichlormethan/ Methanol/ Trifluoressigsédure (100/10/1) getrennt. Von den drei
Fraktionen erwies sich die erste als Edukt. Die mittlere Fraktion wurde weiter ge-
reinigt (RP18 MPLC Wasser/Methanol/Trifluoressigsiaure; Losungsmitelgradient).
Ausbeute: 20%

'H (250 MHz, Dimethylsulfoxid dg): = 3.51 (m, 20H, H,CH,OCH,CH,OH), 7.78
(m, 2H, Ar-H), 8.13 (d, 1H, Ar-H), 8.76 (s, 1H, ArCONHCH,;CH;OCH,CH,OH)
Das 'H-NMR zeigte Abweichungen hinsichtlich des Integrals bei § = 3.51. Das
Integral zeigt das Vorhandensein von 20 H-Atomen des Glykolrestes, der aber nur
neun H-Atome besitzt, auf. Vermutlich stammen die zusétzlichen Wasserstoffatome

von Wasserstoffbriicken-gebundenem H,0.(140)

Kopplung des DTNB-Sidurechlorids 2 mit tert-Butyl 3-[2-(2-(2-amino-
ethoxy)ethoxy)ethoxy|propionat zu DTNB-TEG-COOH 4

N02 NOZ
o) O
7\ 0
1.DCM
— c | + HZN\(/\O o _— HN7&
g 3 2.DCM, TFA g o
3
2 COOH /5
2 4

Abb. 38: Synthese des langen Raman-Markers DTNB-TEG-COOH.

Der gelbe Riickstand von Verbindung 2 wurde mit 2 ml Dichlormethan (DCM) auf-
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genommen und mit 350 mg (1.3 mmol) tert-Butyl 3-[2-(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)-
ethoxy|propionat und 120 pl Triethylamin versetzt. Nach 12 h wurde die orange
Losung iiber Kieselgel (Eluens: Dichlormethan/Methanol) chromatographiert. Das
Zwischenprodukt wurde in einer Losung aus Dichlormethan und Trifluoressigsiure
(TFA) 2 h geriihrt, getrocknet und iiber eine RP18-Séule mittels MPLC chromato-
graphisch getrennt (Eluens: Wasser /Methanol; Losungsmittelgradient).

Ausbeute: 20%

'H (250 MHz, CDCl3): §= 2.42 (b, 2H ,(CH,CH,0),CH,CH,OCH,CH,COOH),
3.62 (m, 15H, CH,CH,OCH,CH,OCH,CH,OCH,CH,COOH), 7.38 (s, 1H,
ArCONH (CH,CH20)3COOH), 7.62 (m, 2H, Ar-H), 8.2 (d, 1H, Ar-H).

Synthese der Dual-SAM-SERS-Marker

Das Ausbilden einer Monolage aus Raman-Markern mit zwei unterschiedlich langen
hydrophilen Abstandshaltern (Dual-SAM) auf den Gold/Silber-Nanoschalen wurde
fiir verschiedene Verhéltnisse an Raman-Markermolekiilen 3 und 4 durchgefiihrt.
Beispielhaft ist die Vorschrift fiir ein Verhéltnis von 1:1000 angegeben. Fiir die
Bildung der Dual-SAM (1:1000) wurden hierfiir 5.7 mg Verbindung 3 in 10 ml 50%
wéssrigem Ethanol gelost. Da die Komponente 4 in wesentlich geringerer Konzen-
tration gebraucht wird, wurde nur eine 0.1 mM Losung hergestellt. Hierfiir wurden
0.8 mg der Substanz in 10 ml 50% wiéssrigem Ethanol gelost. Der Riickstand von 2
ml zentrifugierten Gold/Silber-Nanoschalen wurde in 1 ml einer frisch hergestellten
1 mM Lésung von 3 und 10 pl einer 0.1 mM Lésung von 4 aufgenommen und 4 h
geriihrt. Nach vollstéandigem Ausbilden der SAM wurde das Kolloid erst mit Wasser
gewaschen und dann zur anschlieBenden Biofunktionalisierung in 1 ml einer 50
mM Phosphat-gepufferten Kochsalzlosung mit pH 6.8 (PBS, englisch: (phosphate

buffered saline) aufgenommen.

Biofunktionalisierung der Dual-SAM-SERS-Marker

Reinigung der Antikorper:

Die verwendeten Antikorper werden Azid-stabilisiert in einer Puffer-Losung gelie-
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fert. Da das Azid als konkurrierendes Nukleophil die Biofunktionalisierung stort,
wurden die Antikorper iiber NAP-5-Gelsdulen (GE Healthcare) nach Hersteller-
Anleitung gereinigt und in PBS aufgenommen. Die erhaltenen Fraktionen wurden
mittels Absorptions-Spektroskopie auf das Vorhandensein von aromatischen Sys-
temen, die als Indikator fiir den Antikérper (aromatische Aminoséuren) dienen,
iiberpriift. Zur weiteren Umsetzung wurde die Fraktion mit dem intensivsten Signal

bei einem Maximum von 280 nm verwendet.

Sulfo-NHS-Aktivierung und Biokonjugation:

Zum Riickstand von 2 ml des SERS-Marker-Kolloids wurden 500 pl einer frisch her-
gestellten 2 mM N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimid (EDC)-Losung
in PBS und 500 pl einer 5 mM Lésung von N-Hydroxysulfosuccinimid Natriumsalz
(Sulfo-NHS) in PBS gegeben, 1 min im Ultraschallbad behandelt und anschliefend
2 h geriihrt. Um eine Aggregation der Partikel zu verhindern, wurde 1% TWEEN
20 vor der Carbonsdureaktivierung zugegeben und N-Hydroxysulfosuccinimid
Natriumsalz vor Zugabe des N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimides
vorgelegt. Nach Waschen mit PBS und 1% TWEEN 20 wurde der Riickstand
mit 500 pl gereinigter PSA-Antikorper-Losung aufgenommen und 12 h leicht
geschiittelt. Der Uberschuss an Antikérpern wurde durch zweimaliges Zentrifugie-

ren und Resuspendieren in PBS entfernt.

Synthese von silicaverkapselten SERS-Markern

Kopplung von DTNB-Siurechlorid (2) mit 3-Aminopropyltrimethoxy-
silan zu DTNB-APTMS (5)

NO,

NO,
O o)
APS, NEt,
cl DCM HN
S g ‘\_\
S
5

) i(OMe); /;

Das Saurechlorid 2 wurde in 2 ml Dichlormethan gelost und unter Riithren mit
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0.180 ml 3-Aminopropyltrimethoxysilan (APTMS) und 120 pl Triethylamin (NEt3)
als Hilfsbase versetzt. Die Reaktionsmischung wurde iiber Nacht (14 h) geriihrt.
Nach Entfernen des Losungsmittels am Olpumpenvakuum wurde eine gelb-orange
kristalline Verbindung erhalten. Die sdulenchromatographische Aufreinigung wurde
ebenfalls unter Schutzgas mit Kieselgel als stationdrer Phase durchgefiihrt (Eluens:
DCM/MeOH 95:5). '"H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): 6 = 0.7-1.8 (t, 4H, Si-CHo-
CHs,-), 1.7-1.8 (tt, 4H, CHy-CH,-CHsy-), 3.5 (dt, 4H, CH,-CH,-NH-CO), 3.6 (s,
18H, Si(OMes)), 6.3-6.4 (t, 2H, Amid-H), 7.5 (d, 2H, Ar-H1), 7.6 (dd, 2H, Ar-H1),
8.0 (d, 2H, Ar-H1).

SAM-Ausbildung

2 mg von Verbindung 5 wurden unter Stickstoffatmosphére in 1 ml Dimethyl-
formamid (DMF) gelost und unter starkem Rithren zu 40 ml, in trockenem
DMF suspendierten Gold/Silber-Nanoschalen getropft. Nach SAM-Ausbildung
iitber Nacht wurde das oberflichenfunktionalisierte GGoldkolloid durch zweimaliges
Zentrifugieren (je 60 min, 4000 U/min) und Resuspendieren in DMF gereinigt.
Nach nochmaliger Zentrifugation wurde der Bodensatz in einer Mischung aus
4.2 ml hochreinem Wasser und 8 ml Isopropanol aufgenommen. Unter Riihren
wurde eine Losung von 2 ml NHjz (25%) in 42 ml Isopropanol gegeben und zur
Hydrolyse der Methoxysilan-Gruppen noch 1 h geriihrt. Innerhalb von 5 h wurden
in 5 Portionen insgesamt 350 pl einer 10 mM Losung von Tetraethylorthosilikat
(TEOS) in Isopropanol zugegeben und iiber Nacht geriihrt. Zum Abtrennen von
eventuell entstandenen reinen Silica-Nanopartikel wurden die silicaverkapselten

SERS-Marker einmal zentrifugiert und in Ethanol aufgenommen.
Polyelektrolytbasierte Silicaverkapselung

80 ml einer Suspension von Gold/Silber-Nanoschalen wurde bei 4000 U/min fiir
60 min zentrifugiert und in 80 ml Ethanol resuspendiert. Zu dieser Lésung wurden
unter Rithren 20 mg (0.06 mmol) 5,5'-Dithiobis(2-Nitrobenzoesdure) 1 in 10 ml
Ethanol gegeben. Nach 30 min, 60 min und 90 min wurde der Ansatz fiir je 30 s in

ein Ultraschallbad gegeben und anschlielend 12 h lang geriihrt. Nach zweimaliger
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Zentrifugation (4000 U/min, 60 min) und Resuspendieren in Ethanol wurde,
nach nochmaligem Zentrifugieren, der Riickstand in 40 ml deionisiertem Wasser
aufgenommen. Die kolloidale Losung wurde unter heftigem Riihren langsam zu 40
ml einer Losung aus 80 mg Poly(allylaminhydrochlorid) (PAH) und 140 mg Natri-
umchlorid getropft. Nach 3 h Riihren bei Raumtemperatur wurde bei 4000 U/min
fiir 60 min zentrifugiert und der Riickstand in deionisiertem Wasser aufgenommen.
Das Kolloid wurde unter starkem Riihren langsam zu 40 ml einer wéssrigen Losung
von 160 mg Polyvinylpyrrolidon (Molare Masse des Polymers: 10000 g/mol) getropft
und 12 h lang geriihrt. Nach dem Zentrifugieren (4000 U/min, 60 min) wurde der
Riickstand in einer Losung von 10.4 ml Wasser und 12 ml Isopropanol suspendiert.
Hierzu wurden 16.5 ml einer 4 vol%igen NHj/Isopropanol-Losung gegeben. Uber
einen Zeitraum von 6 h wurden insgesamt 2.4 ml TEOS-Losung (1 Vol% TEOS in
Isopropanol) in 4 Einzelportionen zugegeben. Die Schichtdicke der Glashiille konnte
durch die Menge an zugegebenem TEOS kontrolliert werden. AbschlieBend wurden
die verkapselten SERS-Marker zentrifugiert (4000 U/min, 60 min) und in Ethanol

resuspendiert.
Aminofunktionalisierung der silicaverkapselten SERS-Marker

1.5 ml einer ethanolischen Suspension von silicaverkapselten SERS-Markern wurden
unter starkem Rithren mit 3 pl (3-Aminopropyl)trimethoxysilan (APTMS) versetzt.
Anschlielend wurde das Reaktionsgemisch 1 h auf 50 °C erhitzt und dann 8 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Die Partikel wurden von iiberschiissigem APTMS durch
mehrfaches Zentrifugieren und Resuspendieren in Ethanol befreit.

Der Nachweis auf Amino-Gruppen erfolgte neben der Zeta-Potential-Bestimmung
auch Fluoreszenz-spektrometrisch iiber das Produkt der Reaktion der Amino-
Gruppen mit Fluorescamin. Dabei wurden 0.2 ml der ethanolischen Nanoparti-
kellosung mit 1.8 ml trockenem Dimethylformamid und 1.0 ml Boratpuffer (750
mg/l NayB4O7 - HoO in Wasser, pH=9.2) gemischt und mit 0.2 ml Fluorescamin-
Losung (5 g/l Fluorescamin in Dimethylformamid) versetzt. Nach 6 min wurde ein
Fluoreszenzspektrum mit einer Anregungswellenldnge von A = 390 nm und einem

Messbereich von 400 bis 520 nm aufgenommen.
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Biokonjugation der aminofunktionalisierten, silicaverkapselten SERS-
Marker

1 ml aminofunktionalisierter SERS-Marker in Ethanol wurde zentrifugiert und unter
Stickstoffatmosphére in 3 ml trockenem DMF resuspendiert. Unter Rithren wurden
150 pl des heterobifunktionellen Vernetzungsreagenz Succinimidyl-[(N-Maleimid-
propionamid)-(dodecaethylenglykol)]ester (10 g/l in trockenem DMF) gegeben.
Nach 30 min wurden als Hilfsbase 100 pl einer Triethylamin-Losung (5 pl in 250
pl trockenem DMF) zugegeben und weitere 2 h geriihrt. Die Suspension wurde
zentrifugiert, um iiberschiissige, nicht am SERS-Marker gebundene Kreuzvernetzer
abzutrennen und anschlieflend in 0.3 ml DMF aufgenommen. 100 ul Antikorper-
Losung wurden iiber eine NAP-5 Séule gereinigt und anschliefend mit immobilisier-
tem Tris(2-carboxyethyl)phosphinhydrochlorid, in Form eines kommerziell erhaltli-
chen Disulfid-Reduktionsgel (TCEP disufide reduction gel, Pierce) behandelt, um
eine ausreichende Anzahl an freien Thiol-Gruppen fiir die Biokonjugation zu generie-
ren. Die SERS-Marker-Suspension wurde mit 2.5 ml PBS (pH = 6.8) verdiinnt, mit
200 pl Antikorper-Losung (in PBS, pH = 6.8) vereint und iiber Nacht geschiittelt.
Nach Zentrifugation wurden die Immun-SERS-Marker in 1 ml PBS-DMF-Losung
(4.5 ml PBS, 0.5 ml DMF, 10 ul Tween 20) aufgenommen.

Immunhistochemie

Mit den synthetisierten SERS-Markern wurden Gewebeproben der malignen Pros-
tata untersucht. Als Negativ-Kontrolle dienten Gewebeproben des Appendix, dem
Wurmfortsatz des Blindarms, einem Gewebe, welches kein PSA aufweist. Die 5 pym
dicken, Formalin-fixierten und paraffinierten Gewebeproben wurden im Institut fiir
Pathologie des Universitatsklinikums Wiirzburg prépariert und zur Vorbereitung
auf die immunhistochemischen Untersuchungen mit der Dampfkochtopf-Methode
behandelt. Dabei werden die auf einem silanisierten Glasobjekttréger befindlichen
Proben im Anschluss an die Entfernung des Paraffins durch Xylol und Waschen in
alkoholischen Losungen abnehmender Konzentrationen 8 min bei 120 °C gekocht.
Die abgekiihlten Proben wurden in PBS-Puffer (pH = 6.0) aufgenommen.

Nach der Antigendemaskierung (englisch: antigen retrieval) standen die Gewebe-

schnitte dem Antigennachweis zur Verfiigung und wurden mit je 200 ul der De-
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tergenz (Tween 20)-stabilisierten Losung von Immun-SERS-Markern in PBS inku-
biert. Um ein Austrocknen des Gewebes zu verhindern wurde die Inkubation in einer
PBS-Atmosphére durchgefiihrt. Die inkubierten Gewebeschnitte wurden vorsichtig
mit 1 ml PBS-Puffer gespiilt und nach Trocknen an der Luft unter dem Raman-
Mikroskop vermessen. Entsprechende negative Kontrollexperimente mit BSA ge-
koppelten SERS-Markern wurden jeweils parallel unter identischen Versuchsbedin-

gungen durchgefiihrt.

5.2.2 SERS-Mikroskopie

Die SERS-Spektren wurden mit einem konfokalen Raman-Mikrospektrometer (Hori-
ba-Jobin-Yvon, Modell LabRam, holographisches Gitter mit 1800 Strichen pro Mil-
limeter) aufgenommen. Die Strahlung eines HeNe-Lasers (632.8 nm) wurde mit ei-
nem 50-fach vergrofiernden Mikroskopobjektiv (Olympus, Model LMPlanFL) auf
die Probe fokussiert und in Riickstreugeometrie gesammelt. Die Laserleistung auf
der Probe betrug bei diesen Messungen etwa 10 mW. Die Detektion des Raman-
Spektrums erfolgte mit einer Peltier-gekiihlten CCD-Kamera. Bei Experimenten zur
SERS-Mikroskopie wurde die Probe mit einem x-y-Tisch automatisch unter dem
Raman-Mikroskop verfahren, wobei an Punkten mit definiertem Abstand Spektren
aufgenommen wurden. Zur Darstellung der rdumlichen Verteilung der SERS-Marker
wurden die Spektren basislinienkorrigiert und die Intensitdt von Markerbanden mit

Hilfe der Instrumenten Software (LabSpec) als Falschfarbenbild dargestellt.

5.2.3 Elektronenmikroskopie

TEM-Bilder wurden an einem Transmissions-Elektronen-Mikroskop der Firma Zeiss
(Modell Zeiss EM 10) aufgenommen. Als Probentriger wurden kohlenstoffbeschich-
tete Kupfergitter der Firma Ted Pella verwendet.

5.2.4 Zeta-Potential-Messungen

Das Zeta-Potential kolloidaler Suspensionen wurde mit einem Zeta-Sizer 2000 (Mal-
vern Instruments Ltd.) bestimmt. Die Eintauchelektrode fiir wéssrige Proben mit
einem Elektrodenabstand von 5 mm wurde in eine 1 cm Einwegkiivette aus Po-

lystyrol mit ca. 1 ml der zu untersuchenden Probe getaucht. Nach Erreichen einer
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konstanten Temperatur (ca. 15 min.) wurde das Zeta-Potential als Durchschnitt von

15 Messzyklen bestimmt.

5.2.5 Mie-Rechnungen

Die Mie-theoretische Berechnung der wellenlingenabhéngigen Absorption, Streu-
ung und Extinktion von Edelmetall-Nanopartikeln wurde mit dem frei zugénglichen
(Freeware) Fortran-Programm sphere.f (http://www.wave-scattering.com) durch-
gefithrt. Es wurden experimentell bestimmte dielektrische Funktionen fiir diinne

Silber- und Gold-Filme von Johnson und Christy verwendet.4!)
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5.3 Ergebnisse und Diskussion
5.3.1 Goldnanoschalen als SERS-Substrate

Die Eigenschaften von Edelmetall-Nanopartikeln sind unter anderem abhéngig von
deren Form und Grofle. Um mit SERS-Markern, die auf einzelnen (nicht aggregier-
ten) plasmonisch-aktiven Nanopartikeln basieren, eine effiziente Signalverstarkung
zu erzielen, miissen deren optische Eigenschaften auf die jeweilige Anwendung ab-
gestimmt sein. Im Folgenden werden anhand von Mie-Rechnungen die Extiktions-
spektren von Silber- und Gold-Nanokugeln mit Gold-Nanoschalen verglichen und die
experimentellen Ergebnisse der Templat-basierten Synthese von Gold-Nanoschalen

vorgestellt.

Modellrechnung: Plasmonenresonanz von Edelmetall-Nanopartikeln

In Abb. 39 sind die mittels Mie-Theorie berechneten Resonanzpositionen von sphéri-
schen Gold- und Silber-Partikeln gegen deren Radius aufgetragen. Die Simulationen
wurden mit einem Brechungsindex von 1.33 fiir wéssrige Suspensionen durchgefiihrt.
Allgemein fiihrt eine VergrofSerung des Radius zu einer Rotverschiebung des Maxi-
mums der Plasmonenbande, wobei die gréfenabhéngige Anderung bei Silber stérker
ausgepragt ist als bei Gold.

Bei Silber-Nanopartikeln lasst sich die Lage der Plasmonenbande von 380 nm fiir

625 Abb. 39: Das FErgebnis
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2 475 1 Silber Extinktionsmaximums vom
3 1 Teilchendurchmesser. Uber

£ 4504 . i
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425__ der Nanopartikel ldasst sich
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Partikel mit 10 nm Durchmesser bis 570 nm fiir Partikel mit 140 nm Durchmesser
verschieben. Gold-Nanopartikel zeigen bei entsprechenden Gréfien Resonanzmaxima
von 520 nm bis 620 nm.

Bei optischen Untersuchungen an biologischen Proben, wie beispielsweise Geweben,
im blauen bis griinen Spektralbereich tritt hiufig eine starke Eigenfluoreszenz (Au-
tofluoreszenz) auf, welche bei Raman-Messungen zu einer spektralen Uberlagerung
fithrt und aufgrund des schlechteren Kontrasts eine quantitative Auswertung der
Messdaten erschwert oder gar verhindert.

Der Einsatz von Gold-Nanoschalen als SERS-Substrat ermoglicht es, die SERS-
Marker auf rote bis nah-infrarote Laseranregung abzustimmen. Dieser Spektralbe-
reich wird auch als biologisches Fenster bezeichnet, da hier kaum stérende Beitrige

der Autofluoreszenz aufreten.
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Abb. 40: Abhingigkeit des Resonanzmaximums der Gold-Nanoschalen in Wasser vom
Verhéltnis des AuBenradius zur Schalendicke. Die Mie-Rechnungen wurden mit einem Bre-
chungsindex von 1.33 fiir die Umgebung der Nanopartikel als auch fiir deren Innenraum
durchgefiihrt. Die rote, blaue und griine Linie (mit den Auflenradien: 50 nm, 40 nm, 30 nm)
zeigen eine ndherungsweise lineare Rotverschiebung mit zunehmenden Radius zu Schalendicke-

Verhéltnis.
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Die mittels Mie-Theorie berechneten Extinktionsmaxima von Gold-Nanoschalen un-
terschiedlicher Grole in Abhéngigkeit vom Verhéltnis Auflenradius zu Schalendicke
sind in Abb. 40 dargestellt. Je grofler die Werte des Verhéltnisses Auflenradius zu
Schalendicke, desto diinner ist die Schale. Die ndherungsweise lineare Rotverschie-
bung der Plasmonenbande mit diinner werdender Schale ist deutlich zu erkennen.
Da die Schale nicht beliebig diinn hergestellt werden kann (im Allgemeinen sind
Schalendicken grofier ca. 4 nm moglich), miissen Gold-Nanoschalen mit einem Au-
Bendurchmesser von iiber 60 nm eingesetzt werden, um die Plasmonenbande bis in
den nah-infraroten Bereich zu verschieben.

In Abb. 41 sind die berechneten optischen Eigenschaften einer Gold-Nanoschale und

Gold-Nanoschale Gold-Nanopartikel
14 -
. 633 nm 1330 cm’”
12 S~
10
8 _

Intensitat
Intensitat

\ T 5 \ \ T 5 \
400 500 600 700 800 400 500 600 700 800
Wellenlange / nm Wellenlange / nm

Abb. 41: Vergleich der optischen Eigenschaften einer Gold-Nanoschale (links) mit einer Gold-
Nanokugel (rechts) mit einem AuBenradius von 40 nm und einer Schalendicke von 9 nm. Es
sind in schwarz die Extinktion, blau die Absorption und in rot die Streuung dargestellt. Die
vertikalen Linien markieren den Bereich fiir ein Raman-Spektrum von 0 cm ™! bis 1330 cm ™!
bei einer Anregungswellenldnge von 633 nm. Aufgrund der ca. 4-mal so hohen Streuintensitét
der Gold-Nanoschalen in diesem Bereich ist auch eine deutlich hohere SERS-Verstirkung zu

erwarten.
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einer Gold-Nanokugel mit jeweils 40 nm Durchmesser gegeniibergestellt. Es sind in
schwarz die Extinktion, blau die Absorption und in rot die Streuung dargestellt. Die
Gold-Nanoschale zeigt eine zweimal so hohe Extinktion wie die Gold-Nanokugel.
Um eine effiziente SERS-Verstiarkung zu erzielen, miissen sowohl die Anregungswel-
lenldnge des Lasers, als auch die Raman-Signale der Molekiile auf der Oberfliche
der Nanopartikel durch das Plasmon verstarkt werden. Als Beispiel sind in beiden
Graphen die 633 nm Linie eines HeNe-Lasers und die Lage einer Raman-Bande
bei 1330 cm™! (in relativen Wellenzahlen) eingezeichnet. Fiir die Intensitéit des
SERS-Signals ist die Streueffizienz der Partikel von entscheidender Bedeutung. Nur
bei einem ausreichend hohen Streuquerschnitt des SERS-Substrats konnen grofie
SERS-Verstarkungen erzielt werden. Das Extinktionsspektrum sehr kleiner Gold-
Nanokugeln von einigen wenigen Nanometern entsteht hauptséchlich durch Absorp-
tion, weshalb sie extrem uneffiziente SERS-Substrate sind. Die mindestens viermal
so hohe Streuintensitdt der Gold-Nanoschalen im Wellenldngen- bzw. Wellenzahl-
bereich zwischen Laseranregung und Raman-Signal bei 1330 cm™! sollte deutlich

héhere SERS-Intensitédten erlauben als bei Gold-Nanokugeln gleicher Gréfie.
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Synthese und Charakterisierung von Gold/Silber-Nanoschalen

Die Synthese hohler Nanopartikel kann beispielsweise durch den Aufbau von Kern-
Schale-Nanopartikeln erreicht werden. Haufig werden dazu Silica- oder Polystyrol-
Nanopartikel einige Nanometer dick mit Gold beschichtet. Mit deutlich geringerem
experimentellen Aufwand konnen hohle Gold-Nanostrukturen nach einer von Xia et
al. entwickelten Synthese hergestellt werden.®® Es werden Silber-Nanopartikel als
Template eingesetzt, die als wéssrige Suspension durch Tetrachlorgoldséaure bei 100
°C oxidiert werden (Gl. 40):

3 Ag(s) + HAuCly(aq) — Au(s) + 3 AgCl(aq) + HCl(aq). (40)

Im Gegensatz zur populiren Lee-Meisel-Methode™? zur Synthese von Silber- und
Gold-Nanopartikeln, bei der die Metallsalze in wéssrigen Losungen mit Citrat redu-
ziert werden, konnen in dem sogenannten Polyol-Prozess die Gréfle und Form der

%) Im Polyol-

Silber-Nanopartikel in einem gewissen Bereich kontrolliert werden.(
Prozess wird Silbernitrat in Gegenwart von Polyvinylpyrrolidon (PVP) mit Ethy-
lenglykol reduziert. Ethylenglykol zeichnet sich durch eine temperaturabhéngige Re-
duktionskraft und die Fahigkeit aus, aufgrund der relativ hohen dielektrischen Kon-
stante, Silbernitrat und PVP in hohen Konzentrationen zu losen.

Das Polymer PVP spielt eine wichtige Rolle bei der Reduktion und Stabilisierung
der Nanopartikel. Die Sauerstoff- und Stickstoffatome komplexieren die freien Silber-
ionen, was die Reduktion zu elementarem Silber beschleunigt. Eine anschlieBende
Adsorption von PVP auf der Oberfliche der gebildeten Silberpartikel verhindert
die Partikelaggregation. Des Weiteren kann iiber das PVP/AgNOj3-Verhiltnis die
PartikelgroBe kontrolliert werden. So fiihrt ein steigendes PVP/AgNOjs-Verhiltnis
zu einer sinkenden mittleren Partikelgrofe.

In Abb. 42 sind die Elektronenmikroskop-Bilder der iiber den Polyol-Prozess her-
gestellten Silber-Nanopartikel vor und nach der Grofienselektion durch mehrfaches
Zentrifugieren gezeigt. Im Rohprodukt der Silber-Nanopartikelsynthese besitzen die
Teilchen eine GroBenverteilung von 10 - 65 nm (Abb. 42 links). In Abb. 42 rechts,
nach mehrmaligem Zentrifugieren, liegt eine deutlich einheitlichere Grofienverteilung
um 60 nm im Kolloid vor.

Die einzelnen Zentrifugationsschritte konnen einfach iiber Extinktionsspektro-
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Abb. 42: Transmissions-Elektronen-Mikroskop-Aufnahmen von Silber-Nanopartikeln aus
dem Polyol-Prozess. Links: die Silber-Nanopartikel haben eine breite Groflenverteilung. Rechts:
Groflenselektiertes Silberkolloid durch zweimaliges Zentrifugieren in Wasser. Die Partikel ha-

ben einen Durchmesser von ca. 60 nm.

skopie verfolgt werden. In Abb. 43 sind die entsprechenden Spektren eines
Polyol-Silber-Kolloids vor und nach zweimaligem Zentrifugieren dargestellt. Das
Extinktionsmaximum der durchschnittlich 60 nm groflen Silber-Nanopartikel ist

um 15 nm rotverschoben.
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Abb. 43: Normierte Extink-
tionsspektren von kolloidalen
Silberlsungen. Blau: Spek-
trum eines direkt aus dem
Polyol-Prozess erhaltenen und
mit Wasser verdiinntem Sil-
berkolloid. Rot: Nach zweifa-

chem Zentrifugieren sind klei-
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ne Silberpartikel abgetrennt.
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Bei der Umsetzung der Silber-Nanopartikel zu Gold/Silber-Nanoschalen entsteht
nach Reaktionsgleichung 40 Silberchlorid (AgCl). Um wéhrend der Reaktion ein
Ausfallen des AgCl zu verhindern, muss in verdiinnter wéssriger Losung unter Reflux
gearbeitet werden. Die maximale Silberkonzentration von 1 mM sollte nicht iiber-
schritten werden, weil ausfallendes AgCl sich sonst auf der Nanopartikeloberfliche
absetzen kann. Zu dem siedenden Silberkolloid wird langsam eine stark verdiinnte
Goldsalz-Losung gegeben. Zur Reaktionskontrolle wurde die Umsetzung der Silber-
Nanopartikel zu Gold/Silber-Nanoschalen mittels Extinktionsspektroskopie verfolgt
(Abb. 44): die Ausbildung einer immer diinner werdenden Goldschale verschiebt die
Resonanz der Plasmonenbande ins Rote.

In Abb. 45 ist schematisch der Mechanismus der Gold/Silber-Nanoschalen-Bildung
dargestellt. Das dabei entstehende elementare Gold wichst anfanglich auf der Ober-
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Abb. 44: Verfolgung der Goldschalenbildung mit Extinktionsspektroskopie. Schwarze Kurve:
reines Silberkolloid. Die blaue, griine und rote Kurve wurden von Kolloiden erhalten, die mit

zunehmenden Goldsalz-Mengen umgesetzt wurden.
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Silber-Templat Schalenbildung Gold-Nanoschale
Redox-Prozess

Abb. 45: Schematische Darstellung des Mechanismus der Gold/Silber-Nanoschalen-Bildung

fliche der Silbervorlage als diinne Hiille. Bei weiterer Zugabe von Goldlosung ent-
stehen kleine Locher in den goldbeschichteten Silber-Nanopartikeln. Durch diese
kénnen sowohl die Goldsalz-Losung in das Innere gelangen, als auch entstehendes
AgCl aus den Partikel heraus diffundieren. Da die Reaktion bei 100 °C stattfindet,
ist die Diffusionsrate der Edelmetalle hoch genug, um durch Ostwald-Reifung die
Wiénde wieder zu hochkristallinen Gold/Silber-Legierungen aufzubauen. Die Schul-
ter um 450 nm in den Extinktionsspektren (Abb. 44) kann, wie in Abb. 45 Mitte
gezeigt, mit Bereichen reinen Silbers im Inneren der Nanopartikel erkliart werden.

Nach Abkiihlen der Suspension auf Raumtemperatur und Abtrennen des ausge-
fallenen AgCl durch Dekantieren wurden Elektronen-Mikroskop-Bilder von den
Gold/Silber-Nanoschalen aufgenommen. In Abb. 46 sind die erhaltenen, durch-
schnittlich 60 nm grofien Gold/Silber-Nanoschalen gezeigt. Die Nanopartikel be-

Abb. 46: Transmissions-
Elektronen-Mikroskop-Bilder

von quasi-sphérischen Gold/Silber-
Nanoschalen mit einem mittleren
Durchmesser von 60 nm. Oben
links ist in der Vergroflerung
deutlich die hohle Struktur des

Nano-Schale zu erkennen.
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sitzen durch die vorherige Groflenselektion der Silber-Template eine sehr homogene

Groflenverteilung und ihre hohle Struktur ist deutlich zu erkennen.
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5.3.2 SERS-Marker mit gemischter Monolage

Wie im Kenntnisstand beschrieben existieren bereits einige SERS-Marker-Konzepte.
Zur Steigerung der Effizienz der Biokonjugation der SERS-Marker mit Proteinen
wurde, basierend auf dem Ansatz der Porter-Gruppe (Kapitel 5.1, Abb. 32), ein
neuer Markertyp entwickelt.

Abb. 47 illustriert den Aufbau der SERS-Marker: durch die Einfithrung zusétzli-
cher Abstandshalter-Gruppen befinden sich die biomolekiilbindenden Gruppen nicht
mehr in der SAM, sondern ragen an ldngeren Abstandshaltern in die Lésung. So
kann das Problem der sterisch gehinderten NHS-Ester umgangen werden. Als Ab-
standshalter wurde Triethylenglykol mit einer terminalen Carbonsédurefunktion fiir

die weitere Biofunktionalisierung gewéhlt und an den Raman-Marker 1 kovalent

Selbstorganisierende Monolage
. ‘ : Abstandshalter

/

Abstandshalter

Gold-Nanopartikel

Selbstorganisierende Monolage

=’

Abstandshalter

/

Abstandshalter

Gold-Nanopartikel

Abb. 47: Aufbau der neuen Dual-SAM-SERS-Marker. Oben: Die Reaktivitit der SAM zum
Binden von Biomolekiilen wird durch die Einfithrung zusétzlicher terminaler Abstandshalter-
Gruppen an einige Raman-Markermolekiile erreicht. Unten: Alternativ kénnen Raman-Marker

mit verschieden langen Abstandshalter-Gruppen zur SAM-Ausbildung eingesetzt werden.
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Abb. 48: Molekiile, die zur Synthese des Dual-SAM-SERS-Markers verwendet wurden.
DTNB (1), DTNB-MEG-OH (3) und DTNB-TEG-COOH (4).

gebunden (DTNB-TEG-COOH, 4 in Abb. 48).

Zur zusétzlichen Stabilisierung der SAM und Hydrophilisierung des SERS-Markers
wurde ein Raman-Marker mit einem kiirzeren Monoethylenglykol-Abstandshalter
(DTNB-MEG-OH, 3 in Abb. 48) koadsorbiert. Der kurze Abstandshalter wird bei
der Dual-SAM-Ausbildung im Uberschuss zugegeben, um eine dicht gepackte, stabile
SAM auszubilden. Der kurze Abstandshalter tragt eine bei der verwendeten Kopp-

lungschemie unreaktive terminale Alkohol-Gruppe und dient zur weiteren Erhéhung
der Wasserloslichkeit.
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Abb. 49: Resonanzverschiebung der Extinktionsmaxima von reinem DTNB-SAM und Dual-
SAM auf Gold/Silber-Nanoschalen im Vergleich zu unfunktionalisierten Nanopartikeln.
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Weiterhin sollte durch die Koadsorption der chemisch sehr &hnlichen verldngerten
Raman-Marker eine zusétzliche Stabilisierung der SAM erreicht werden. Als Ab-
standshalter wurden Polyethylenglykol-Derivate gewéhlt, da sie sowohl wasserloslich
als auch flexibel sind und ein unspezifisches Binden der SERS-Marker minimieren.
Die Lage der Resonanzfrequenz von Plasmonen wird vom lokalen Brechungsindex
der Umgebung beeinflusst. So resultiert aus einer Erhéhung des Brechungsindexes,
zum Beispiel durch Austausch des Losungsmittels oder die Adsorption von Mo-
lekiilen auf der Oberfliche der Nanopartikel, im Allgemeinen eine Rotverschiebung
im Extinktionsspektrum.

In Abb. 49 sind die Extinktionsspektren vor und nach der SAM-Ausbildung auf
Gold/Silber-Nanoschalen gezeigt. Das Extinktionsmaximum reiner Gold/Silber-
Nanoschalen (Abb. 49, schwarze Kurve) liegt bei 653 nm. Durch die Ausbildung
einer dualen SAM (Abb. 49, rote Kurve) wird, genauso wie fiir die Referenz-SAM
aus DTBN-Molekiilen, eine Rotverschiebung der Plasmonenresonanz um 15 nm be-

obachtet. Dieses Ergebnis ldasst den Schluss zu, dass die Dual-SAM (hier in einem

Raman-Intansitat

o
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Abb. 50: Dual-SAM-SERS-Marker-Spektren von reinem SERS-marker (unten), NHS-
funktionalisiertem SERS-Marker (Mitte) und mit Antikérpern funktionalisiertem SERS-
Marker (oben).
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DTNB-MEG-OH- zu DTNB-TEG-COOH-Verhéltnis von 1000:1) dhnlich dicht ge-
packt ist wie eine reine DTNB-SAM.

In Abb. 50 ist die SERS-spektroskopische Verfolgung der Intaktheit der SAM gezeigt.
Die SERS-Spektren der Dual-SAM (unten), der NHS-aktivierten Dual-SAM und der
antikorperfunktionalisierten Dual-SAM besitzen die gleiche Signatur. Aufgrund der
starken Abstandsabhéngigkeit der SERS-Verstérkung sind nur die Banden der direkt
auf der Oberflache adsorbierten DTNB-Molekiile in den Spektren zu sehen. Da keine
spektralen Beitrdge von koadsorbiertem NHS oder Antikoérper beobachtet werden,

kann auf die Intaktheit der Dual-SAM geschlossen werden.

95



5 Protein-Lokalisierung mittels biofunktionalisierter Gold/Silber-Nanoschalen

5.3.3 SERS-Marker mit Silicahiille

Eine weitere Moglichkeit zum Aufbau eines SERS-Markers, der sich effizient an Bio-
molekiile koppeln lésst, wird im Folgenden aufgezeigt. Der Ansatz stellt eine Synthe-
se aus den im Kenntnisstand vorgestellten SERS-Markern in Kapitel 5.1 (Abb. 32
und Abb. 33) dar. Der hauptséchliche Unterschied zwischen den beiden Ansétzen
ist, dass entweder eine unverkapselte selbstorganisierende Monolage von Raman-
Markern auf der Nanopartikeloberflache vorliegt oder eine silicaverkapselte Submo-
nolage. Die Kombination aus Raman-aktiver SAM und deren Verkapselung wird hier
erstmals vorgestellt.

Weil die signalgebende SAM und das Losungsmittel miteinander in direktem Kon-
takt stehen, stellen die Desorption der Raman-Marker von der Partikeloberfléiche
und die Aggregation der Partikel Nachteile dar. Eine Verkapselung der SERS-Marker
verhindert oder minimiert Desorption und Aggregation und bietet so einen mecha-
nischen als auch chemischen Schutz. Mit anderen Worten: das SERS-Signal wird

durch eine schiitzende Hiille von dufleren Einfliilssen abgeschirmt. Von besonderem

Abstandshalter
\ Silica-
/

verkapselung

Gold-
Nanopartikel

\

Selbstorganisierende Monolage

Abb. 51: Schematischer Aufbau eines oberflichenfunktionalisierten und silicaverkapselten
SERS-Markers. Rechts: Gold-Nanopartikel mit einer selbstorganisierenden Monolage (SAM)
aus Raman-Markermolekiilen (rot) und einer schiitzenden Silicahiille (grau). Die Silicaober-

flache ist mit Abstandshaltern funktionalisiert.
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Interesse hinsichtlich der Stabilitdt und Biokompatibilitét ist Silica als Hiillenmate-
rial. Da sich die silicaverkapselten SERS-Marker nach auflen wie reine Silicapartikel
verhalten, konnen sie unabhéngig von den verwendeten Raman-Markern mit dersel-
ben Kopplungschemie biofunktionalisiert werden.

Der Ansatz zu den neuen SERS-Markern ist in Abb. 51 schematisch gezeigt. Die
Gold-Nanoschale ist komplett mit einer selbstorganisierenden Monolage (SAM) aus
Raman-Markern bedeckt.

Eine die SAM komplett umschliefende Silicaschale dient nicht ausschliellich
zum Schutz des SERS-aktiven Nanopartikels, sie erlaubt auch eine effiziente
biokompatible Oberflachenfunktionalisierung. Im Fall von Protein-Detektion und
-Lokalisierung mit SERS-Markern wird, wie in Abb. 52 rechts gezeigt, die notige

Selektivitdat durch einen monoklonalen Antikorper erreicht.

Zwei unterschiedliche Synthese-Routen fiir silicaverkapselte SERS-Marker mit einer
selbstorganisierenden Monolage aus Raman-Markern wurden entwickelt. Die erste
Methode basiert auf einer Polyelektrolyt-Beschichtung (layer-by-layer deposition)
der SAM, gefolgt von einer modifizierten*? Stober-Methode(!?) zum Aufwachsen
der Silicaschale. Bei dieser Polyelektrolyt-Methode wird die nach auflen hin negativ
geladene SAM erst mit positiv geladenen Poly(allylaminhydrochlorid) bedeckt und
anschliefend eine Lage des vitreophilen Polyvinylpyrrolidons (PVP) aufgebracht.

i)

Abb. 52: Aufbau eines biofunktionalisierten und silicaverkapselten SERS-Markers. Links: sili-
caverkapselter SERS-Marker mit einer SAM aus Raman-Markern auf der Goldoberfliche. Mit-
te: heterobifunktionelles Polyethylenglykol-Verkniipfungsreagenz. Rechts: monoklonaler An-

tikorper zum selektiven Binden von Antigenen.
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Das Wachstum der Silicaschale wird durch eine verdnderte Stéber-Synthese in ei-
ner Ammoniak /Isopropanol-Losung und Tetraethoxyorthosilikat erreicht. Die TEM-
Bilder der silicaverkapselten Gold/Silber-Nanoschalen in Abb. 53 belegen die hohe
Reproduzierbarkeit dieser Polyelektrolyt/Stober-Methode. In Abb. 53 (oben links
und rechts) sind die Gold/Silber-Nanoschalen mit einer 10 nm dicken Silicaschicht
bedeckt. Durch die Zugabe groflerer Mengen an TEOS koénnen dickere Silicaschalen
(~ 25 nm) erhalten werden (Abb. 53 links unten).

Im zweiten Ansatz zur Silicaverkapselung von SERS-Markern wird im Gegensatz
zur Polyelektrolyt-Methode eine SAM aus Raman-Markern auf die Gold/Silber-
Nanoschalen aufgebracht, der bereits SiO,-Vorlaufermolekiile enthilt. Hierzu wurde
an die Raman-Marker 3-Aminopropyltrimethoxysilan kovalent gebunden, um eine
terminale Si(OMe)s-Funktionalitéit in der SAM zu erhalten. Wird nun eine SAM auf
den Gold/Silber-Nanoschalen in wasserfreiem DMF ausgebildet, ragen die Si(OMe);-
Anker nach auflen. Im néchsten Schritt folgt die Hydrolyse der Anker-Gruppen und
eine Silicaschale kann mit der modifizierten Stober-Methode auf den SERS-Markern
wachsen.

Die Synthese der SERS-Marker wurde anhand von Extinktionsspektren verfolgt
(sieche Abb. 54 links). Das Maximum der Plasmonenbande fiir reine Gold/Silber-

50 nm

’ .

Abb. 53: Transmissions-Elektronen-Mikroskop-Bilder der silicaverkapselten SERS-Marker.
Rechts und oben links: SERS-Marker mit einer 10 nm dicken Silicaschale. Unten links: SERS-

Marker mit einer 25 nm dicken Silicaschale. Der Durchmesser der Gold-Nanoschalen betragt

— 50 nm — 50 nm

55 nm.
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Abb. 54: Links: Extinktionsspektren einer wiissrigen Suspension der Gold/Silber-
Nanoschalen (durchgezogene Linie), der Nanoschalen mit einer 4-Thio-2-brombenzoesiure-
SAM (aus 4,4’-Dithiobis(2-brombenzoeséure)) in Ethanol (gepunktete Linie) und die sili-
caverkapselten SERS-Marker (gestrichelte Linie). Rechts: SERS-Spektren der Gold/Silber-

Nanoschalen mit SAM vor (unten) und nach (oben) der Verkapselung.

Nanoschalen liegt in diesem Fall bei 683 nm. Nach der Ausbildung eines kompletten
SAMs wird durch die Anderung der dielektrischen Umgebung eine Rotverschiebung
zu 706 nm beobachtet. Die Silicaverkapselung fithrt zu einer weiteren Rotverschie-
bung zu 722 nm.

Zur SAM-Ausbildung wurde 4,4’-Dithiobis(2-Bromo-Benzoesdure) als Raman-
Marker verwendet. Die entsprechenden SERS-Spektren der SAM-funktionalisierten
Gold/Silber-Nanoschalen vor und nach der Silicaverkapselung sind in Abb. 54 rechts
dargestellt. Aufgrund der geringen Grofle der Molekiile (3n-6 Normalmoden) und
deren einheitlichen Orientierung in der SAM (SERS-Auswahlregeln) treten in den

SERS-Spektren nur zwei dominante Raman-Banden auf.

Zur detailierten Charakterisierung der silicaverkapselten SERS-Marker wurden diese
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auf einen Silizium-Wafer aufgebracht und ein kombiniertes REM /SERS-Experiment
durchgefiihrt. Das Raster-Elektronen-Mikroskop-Bild in Abb. 55 unten zeigt die ho-
mogen ausgebildeten Silicaschalen und die einheitliche Grolenverteilung der getrock-
neten SERS-Marker. Die meisten Partikel sind Monomere und 15-16 % der Parti-
kel sind verkapselte Dimere. Im Bild dariiber ist das aus der integrierten SERS-
Intensitdat der Marker generierte Falschfarbenbild eines Raster-Experiments dem
REM-Bild iiberlagert. Helle Pixel stehen fiir hohe Intensititen. Wie im REM-Bild zu
erkennen riithren die weilen Pixel, d.h. die intensivsten SERS-Signale, von einzelnen
verkapselten Nanopartikel-Dimeren her. In dem mit 1 - 8 markierten Bereich be-
finden sich nur monomere SERS-Marker, von denen reproduzierbare SERS-Signale
erhalten werden.

Um die silicaverkapselten SERS-Marker zur zuverlédssigen Quantifizierung von Ziel-
molekiilen einzusetzen, miissen noch Methoden entwickelt werden, die Aggregatbil-
dung wihrend der Synthese zu vermeiden oder bereits gebildete Aggregate von den
einzelnen SERS-Markern abzutrennen.

Fiir biomedizinische Anwendungen miissen die nun silicaverkapselten SERS-Marker

an der Glasoberflache weiter funktionalisiert werden. Zuerst wurde die Oberflache

Abb. 55: Unten: Rasterelektronen-Mikroskop-Bild (REM) der silicaverkapselten SERS-
Marker auf einem Silizium-Wafer. Oben: Uberlagerung des REM-Bildes mit dem SERS-
mikroskopischen Falschfarben-Bild.
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der Silicaschale durch Zugabe von 3-Aminopropyltrimethoxysilan in Ethanol mit
Amino-Gruppen funktionalisiert. Die erfolgreiche Aminofunktionalisierung konnte
sowohl mit einem Fluorescamin-Test als auch iiber die Oberflichenladung durch die
Bestimmung des Zeta-Potentials der SERS-Marker nachgewiesen werden.
Fluorescamin reagiert mit Amino-Gruppen zu einem fluoreszierenden Produkt, das
bei einer Anregungswellenlédnge von 390 nm eine starke Fluoreszenzemission bei 480
nm zeigt. Die Fluoreszenzspektren in Abb. 56 belegen die erfolgreiche Aminofunk-
tionalisierung der SERS-Marker. Das bei der Reinigung der SERS-Marker erhaltene
letzte Zentrifugat zeigt eine deutlich geringere Fluoreszenzintensitat als die SERS-
Marker selbst.

Experimente zur Bestimmung des Zeta-Potentials lieferten eine negative Ober-
flichenladung der unfunktionalisierten Silica-SERS-Marker mit einem Wert von - 30
mV in deionisiertem Wasser. Nach der Aminofunktionalisierung der SERS-Marker
konnte mit einem Zeta-Potential von + 32 mV eine Umkehrung der Oberflachenla-
dung durch die positiv geladenen Amino-Gruppen bewiesen werden.

Zur anschliefenden Biofunktionalisierung der SERS-Marker mit Antikorpern wurde

ein heterobifunktionelles Verkniipfungsreagenz eingesetzt. Dieses Verkniipfungsrea-
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Abb. 56: Nachweis der Aminofunktionalisierung mittels Fluorescamin-Test. Oben:
Fluoreszenz-Spektrum der silicaverkapselten SERS-Marker. Unten: Fluoreszenz-Spektrum des

fiinften Uberstands beim Waschen der aminofunktionalisierten SERS-Marker durch Zentrifu-

gation.
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genz verfiigt iiber funktionelle Gruppen um Biomolekiile an den SERS-Marker zu
binden und die sterische Zuginglichkeit des SERS-Markers zu erhohen.

Das hier eingesetzte heterobifunktionale Verkniipfungsreagenz triagt einen NHS-
Ester, um an die Amino-Gruppen des silicaverkapselten SERS-Markers zu bin-
den und eine Maleimid-Einheit zur Konjugation mit den freien Thiol-Gruppen
des Antikoérpers. Zur Uberpriifung der erfolgreichen Konjugation der Antikorper
an die SERS-Marker wurde ein Fluorophor-markiertes Immunglobulin G (IgG)
zur Biofunktionalisierung eingesetzt. Die deutliche erhohte Fluoreszenz der Nano-
Suspension in Abb. 57 belegt im Vergleich zum Waschriickstand eindeutig die er-
folgreiche Synthese eines Immuno-SERS-Markers.

10+
8. Abb. 57: Fluoreszenztest auf erfolgreiche
Konjugation von Antikérpern mit silica-
:"(_:U 6- verkapselten SERS-Markern. Durchgezoge-
g ne Linie: Fluoreszenz-Spektrum des bio-
.“E’ 4. funktionalisierten silicaverkapselten SERS-
- Markers. Gestrichelte Linie: Fluoreszenz-
5] Intensitit des letzten Uberstands bei der
Abtrennung nicht gebundener Antikorper
ol=="TTT7 T e | durch Zentrifugation.
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5.3.4 Protein-Lokalisierung in Geweben mittels SERS-Mikroskopie

Das prostataspezifische Antigen (PSA) ist ein Tumormarker fiir Prostatakrebs. Als
Test fiir die SERS-Mikroskopie mit SERS-markierten PSA-Antikérpern dient die
Lokalisierung von PSA im Epithel der Prostata. Zum einen eignet sich PSA als
Testsystem, weil es im Epithel der Prostata hoch exprimiert ist. Ein anderer Aspekt
ist das charakteristische histologische Vorkommen von PSA in Prostatageweben. Im
Epithelgewebe der Prostata ist PSA exprimiert, widhrend in Stroma und Lumen
kein PSA vorhanden ist. Diese drei Gewebeklassen lassen sich im Lichtmikroskop
eindeutig unterscheiden.

Mit diesem A priori-Wissen kann die Qualitdt der erhaltenen SERS-Bilder bestimmt
werden: spektrale Signaturen eines SERS-markierten PSA-Antikorpers werden nur
im Epithel erwartet, wohingegen SERS-Signale im Stroma unspezifisches Binden
bedeuten.

Abb. 58 und Abb. 59 links zeigen Lichtmikroskop-Aufnahmen von Prostata-
gewebeschnitten. Das weifle Rechteck markiert jeweils den Bereich des SERS-
mikroskopischen Raster-Experiments (mit 17 x 17 Spektren bzw. mit 15 x 15 Spek-
tren). An jedem der 289 bzw. 225 Punkte wurde ein Raman-Spektrum mit einer
Integrationszeit von 2 Sekunden aufgenommen. Die verschiedenen histologischen

Klassen - Epithel, Stroma und Lumen - kénnen bereits im Mikroskopbild unter-

Abb. 58: SERS-mikroskopisches Abrastern eines Prostatagewebeschnitts mit den antikorper-
funktionalisierten Dual-SAM-SERS-Markern. Links: Mikroskopbild des untersuchten Prosta-
tagewebeschnitts. Die Gewebeklassen Epithel, Stroma und Lumen sind mit den entsprechen-
den Buchstaben E, S und L markiert. Rechts: Das aus einem Raster-Experiment generierte

Falschfarbenbild zeigt die Verteilung von PSA im untersuchten Gebiet.
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Abb. 59: SERS-mikroskopisches Abrastern von Prostata mit einer 1:1-Mischung aus zwei
verschiedenen silicaverkapselten SERS-Markern. Links: Die Gewebeklassen Epithel, Stroma
und Lumen sind mit den entsprechenden Buchstaben E, S und L markiert. Mitte: das aus einem
Raster-Experiment generierte Falschfarbenbild zeigt die Verteilung von PSA im untersuchten
Gebiet des Gewebeschnitts. Rechts: Ausgewihlte Spektren aufgenommen an verschiedenen

Positionen der Probe. Erlduterungen siehe Text.

schieden werden.

Der Gewebeschnitt in Abb. 58 links wurde mit PSA-Antikorper-funktionalisierten
Dual-SAM-SERS-Marker inkubiert. Rechts ist das aus der integrierten Intensitét
der Markerbande bei 1330 cm™! erhaltene Falschfarbenbild der PSA-Verteilung im
Epithel dargestellt. Die Immuno-Dual-SAM-SERS-Marker binden spezifisch PSA im
Epithel.

Der Gewebeschnitt in Abb. 59 wurde mit einer Mischung aus zwei verschiedenen si-
licaverkapselten Immun-SERS-Markern inkubiert, wobei jeweils PSA-Antikorper an
4-Thio-2-brombenzoesiure-SERS-Marker und an 5-Thio-2-nitrobenzoeséaure-SERS-
Marker konjugiert waren.

SERS-Spektren von verschiedenen Stellen im Gewebe sind in Abb. 59 rechts ex-
emplarisch gezeigt. Die unteren beiden Spektren wurden in Stroma und Lumen
aufgenommen und es konnten keine Signale der SERS-Marker detektiert werden.
Im Gegensatz dazu zeigen die oberen drei im Epithel aufgenommenen Spektren
die charakteristischen Banden der SERS-Marker. Das oberste Spektrum besteht
hauptséchlich aus Beitrdgen des DTNB-Markers, wiahrend das dritte Spektrum von
oben fiir den Bromo-Marker charakteristisch ist. Hauptsichlich werden im Epithel
Mischungen aus Bromo- und DTNB-Signalen, wie im zweiten Spektrum von oben,

gemessen. Anhand der integrierten Raman-Intensitdt der Markerbanden um 1570
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cm~! kann ein Falschfarbenbild der PSA-Verteilung erstellt werden (siche Abb. 59
Mitte). Wahrend die dunkelblauen Pixel auf eine hohe PSA-Konzentration hinwei-
sen, bedeuten transparente Pixel, dass kein PSA vorliegt. Das Falschfarbenbild be-

legt eindeutig das spezifische Binden der SERS-markierten PSA-Antikorper im Epi-
thel.
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5.4 Zusammenfassung und Ausblick

Die ultrasensitive Detektion von Biomolekiilen {iber SERS-Marker ist eine viel ver-
sprechende neue Technik, die sich in der Nanodiagnostik bereits etabliert hat. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden zwei neue Konzepte fiir optimierte SERS-Marker ent-
wickelt und umgesetzt.

Beide Konzepte basieren auf Gold/Silber-Nanoschalen als SERS-Substrat, die iber
Silber-Nanopartikel als Template in einem Redox-Prozess mit Goldsédure erhalten
werden. Die Plasmonenbande der Gold/Silber-Nanoschalen kann kontrolliert fiir die
Laseranregung in einem Bereich von 600 - 800 nm abgestimmt werden, um so eine
maximale SERS-Verstarkung zu erzielen. Die hier vorgestellten Nanopartikel wur-
den auf die 633 nm-Linie eines HeNe-Lasers optimiert, um den stérenden Unter-
grund der Autofluoreszenz biologischer Proben in diagnostischen Anwendungen zu
minimieren. Anhand von Mie-Rechnungen konnte die hohere Streuintensitéat der
Gold/Silber-Nanoschalen im Vergleich zu Gold-Vollkugeln belegt werden.

In beiden SERS-Marker-Konzepten wurde die Oberfliche der Gold/Silber-
Nanoschalen iiber eine starke Au-S-Bindung mit einer selbstorganisierenden Mo-
nolage (SAM) aus signalgebenden Raman-Markern beschichtet. Eine SAM stellt die
maximal mogliche Bedeckung der Oberfliche mit Raman-Markern sicher, was fiir das
gegebene SERS-Substrat eine maximale Sensitivitéit mit hoher Reproduzierbarkeit
und Signalstabilitdt bedeutet. Die uniforme Ausrichtung der Raman-Marker in der
SAM fiihrt zu reproduzierbaren SERS-Spektren mit nur wenigen Raman-Banden.
Der Schutz der Nanopartikeloberflache vor Fremdadsorption und die Beseitigung
eventuell vorhandener Verunreinigungen auf der Oberfliche sind weitere Vorteile
der SAM.

Ein literaturbekannter Ansatz Biomolekiile direkt iiber NHS-Aktivester in der SAM
an die SERS-Marker zu koppeln®?? konnte nicht zufriedenstellend reproduziert
werden. Auf Grund der hohen Packungsdichte der Raman-Markermolekiile in der
SAM scheint eine Biokonjugation iiber die Aktivester sterisch stark gehindert zu
sein. Zur Umgehung dieses Problems wurden zwei neue SERS-Marker-Strategien
entwickelt. Zum einen wurde die Reaktivitéit der Bindungstellen des SERS-Markers
durch eine duale SAM mit verschieden langen Abstandshaltern erhoht und zum

anderen wurde die SAM mit einer biofunktionalisierbaren Silicaschale verkapselt.
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Der Dual-SAM-SERS-Marker besteht aus Raman-Markern mit zwei unterschiedlich
langen Abstandshalter-Gruppen, die auf Gold/Silber-Nanoschalen eine stabile SAM
ausbilden. Aufgrund der grofien Abstandsabhéingigkeit des SERS-Effekts zeigt
eine SAM aus Raman-Markern mit kurzem und langem Abstandshalter auf den
Nanopartikeln das gleiche charakteristische SERS-Spektrum wie eine SAM aus dem
Raman-Marker DTNB. Da die Raman-aktive Gruppe der beiden Molekiile gleich
ist (DTNB) und die Abstandshalter-Gruppen zu weit von der Partikeloberflache
entfernt sind werden keine zusétzlichen SERS-Beitriage detektiert. Die unterschied-
liche Lénge der Molekiile wird iiber eine Amidbindung mit Monoethylenglykol
(MEG)- bzw. Triethylenglykol (TEG)-Einheiten erreicht. Die léngeren Marker
(DTNB-TEG-COOH) besitzten endstandige Sdure-Gruppen, an denen iiber eine
Aktivierung mit N-Hydroxysulfosuccinimid Antikorper kovalent gebunden wurden.
Die kiirzeren Marker (DTNB-MEG-OH) besitzen endsténdige Alkoholfunktionen,
die dem SERS-Marker einen zusétzlichen Schutz und gleichzeitig eine hohe Was-
serloslichkeit verleihen. Uber die Stéchiometrie der beiden unterschiedlich langen
Marker kann die sterische Hinderung bei der Koppelung mit den Antikérpern
minimiert werden und somit die Biokonjugation kontrolliert werden. Zudem koénnen
die Polyethylenglykol-Einheiten ein unspezifisches Binden der SERS-Marker in

biologischen Proben reduzieren.

Die zweite Strategie basiert auf der Verkapselung einer SAM aus Raman-Markern
auf der Nanopartikeloberfliche mit Silica. Hierzu wurden zwei Synthesewege
entwickelt, durch die Monolagen aus Raman-Markern auf Gold-Nanopartikeln
reproduzierbar mit Silica verkapselt werden kénnen.

In der ersten Syntheseroute wurde ein Raman-Marker mit terminaler SiOs-
Vorlaufer-Einheit synthetisiert, der eine Trialkoxysilan-Gruppe triagt. Nach
Ausbildung einer SAM auf der Nanopartikeloberfliche kann auf den terminalen
Alkoxysilan-Gruppen eine Silicaschicht aufgebracht werden.

Die zweite Moglichkeit zur Verkapselung von SAM-funktionalisierten Nanopartikeln
mit Silica wurde durch eine Beschichtung mit Polyelektrolyten erreicht. Durch eine
SAM-Ausbildung mit zum Beispiel 5,5 -Dithiobis(2-nitrobenzoesidure) (DTNB)

als Raman-Marker auf den Nanopartikeln besitzen diese wegen der Carbonséure-
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Gruppen eine negativ geladene Oberfliche. Nach Beschichtung der SAM mit einer
positiv geladenen Polymerschicht (Poly(allylaminyydrochlorid) wurde anschliefend
das vitreophile Polyvinylpyrrolidon (PVP) adsorbiert und iiber eine modifizierte
Stober-Methode mit einer Silicaschicht verkapselt. Der Vorteil der Polyelektrolyt-
basierten Silicaverkapselung liegt in der relativ einfachen Herstellung einer Vielzahl
verschiedener SERS-Marker, da die jeweiligen Raman-Markermolekiile neben der
Thiol- oder Disulfid-Gruppe zum Binden an der Nanopartikel-Oberfliche nur eine
weitere geladene Gruppe tragen miissen; viele Arylthiole mit zusétzlichen Carboxy-
oder Amino-Gruppen sind kommerziell erhéltlich. Nach Aminofunktionalisierung
der silicaverkapselten SERS-Marker wurden Antikorper iiber heterobifunktionelle

Verkniipfungsreagenz an die SERS-Marker gebunden.

Um die neuen SERS-Marker in situ zu testen wurde der PSA-Antikorper gewéhlt,
weil er eine hohe Affinitdt zu seinem Antigen hat und in hohen Konzentrationen
im Ephitel maligner Prostatazellen exprimiert ist. Er eignet sich daher daher gut
als Testsystem. Erste Versuche zur SERS-Mikroskopie an Gewebeschnitten, die mit
den neuen SERS-markierten Antikérpern inkubiert waren, zeigten, dass sowohl die
Dual-SAM-SERS-Marker als auch die silicaverkapselten SERS-Marker fiir biomedi-
zinische Anwendungen eingesetzt werden koénnen.

Im Gegensatz zu den spektral breiten Emissions-Banden molekularer Fluoropho-
re ermoglicht die geringe Linienbreite von Raman-Banden eine simultane Detekti-
on einer Vielzahl von Proteinen mit Immun-SERS-Markern. So ist mit den SERS-
Markern in Zukunft eine simultane Detektion von theoretisch bis zu 100 Analyten
mit nur einer Laser-Anregungswellenldnge denkbar. Wie in Abb. 60 gezeigt, sollen
dann mit einer einzigen Messung die Verteilungen verschiedener Proteine in Gewe-
beschnitten {iber Falschfarbenbildern visualisiert werden. Eine Quantifizierung der
Proteinkonzentration sollte iiber die SERS-Intensitét ebenfalls moglich sein.

Ein erster Schritt in Richtung Multiplexing erfolgt im Moment durch den Einsatz
weiterer Antikorper. Experimente mit Cytokeratin CK 5/6 werden in der Arbeits-
gruppe durchgefiihrt und sollen bald in 2-plex-Experimenten eine Unterscheidung

von gesundem und malignem Gewebe erlauben.

Die Nanoanalytik mit SERS-Markern hat eine hervorragende Perspektive sich im
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Abb. 60: Gleichzeitige Lokalisierung und Quantifizierung vieler verschiedener Proteine mit

SERS-markierten Antikérpern in einem einzigen SERS-mikroskopischen Raster-Experiment.

Laufe der néchsten Jahre als alternative Methode zu der géngigen Fluoreszenz-

Markierung zu etablieren.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, wie verschiedene Techniken zur Verstirkung
der Raman-Streuung eingesetzt werden konnen, um selektiv und sensitiv Wirkstoffe

zu charakterisieren und Proteine zu lokalisieren.

In Kapitel 3 wurde die UV-Resonanz-Raman-Spektroskopie zur selektiven Ver-
folgung der Wirkstoff-Substrat-Wechselwirkung zwischen einem Peptidrezeptor
und einem Tetrapeptid eingesetzt. Guanidinocarbonyl-basierte Peptidrezeptoren
komplexieren duflerst effizient Peptide in polaren Loésungsmitteln. Die Rezeptoren
besitzen zwei funktionelle FEinheiten: eine Carboxylatbindungsstelle, die CBS
(carboxylate binding site) zur effizienten Komplexierung von Carboxylaten in
wiassrigen Losungen, und einen Tripeptidteil zur Steuerung der Substratselektivitéit
iiber dessen Aminosduresequenz. Die Komplexierung von Substraten in Wasser
erfolgt dabei iiber eine Kombination aus Wasserstoffbriickenbindungen und elektro-
statischen Wechselwirkungen.

Der Rezeptor besitzt eine starke elektronische Absorption um 300 nm. Quanten-
chemische Rechnungen zeigen, dass bei der elektronischen Anregung hauptséchlich
Orbitale der CBS-Gruppe beteiligt sind. Es wurden Raman-Spektren einer wassri-
gen Rezeptorlosung bei unterschiedlichen Laser-Anregungswellenléingen (275 nm,
364 nm und 458 nm) aufgenommen. Bei elektronisch nicht-resonanter Anregung
mit 458 nm wird ein Teil des Spektrums von Wasserbeitrigen dominiert. Bei
pri-resonanter Anregung mit 364 nm tritt bereits eine selektive Verstarkung
des CBS-Chromophors auf. Die Wasserbande tragt deshalb mit deutlich gerin-
gerer Intensitdt zum Gesamtspektrum bei. Die besten Ergebnisse wurden mit
einer Anregungswellenlinge von 275 nm (post-resonant) erhalten. Die selektive
Verstarkung ist bei dieser Wellenlédnge so stark, dass die Wasserbande im Spektrum
nicht mehr zu erkennen ist. So konnte unter Verwendung der 275 nm UV-Linie
eines Argonionen-Lasers selektiv der Peptidrezeptor CBS-Lys-Lys-Phe-NH, bis zu
submillimolaren Konzentrationen Raman-spektroskopisch charakterisiert werden.
Die selektive Verstarkung der Schwingungsbanden der CBS-Einheit durch eine
UV-Anregung mit 275 nm konnte mit Hilfe einer detaillierten Auswertung der ex-

perimentellen Daten bestétigt werden. Anhand einer simultanen Kurvenanpassung
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der drei Spektren, die bei nicht-resonanter, pré-resonanter und post-resonanter
Anregung aufgenommen wurden, konnte die Verstarkung der CBS im Vergleich zu
Phenylalanin im Tripeptid-Teil des Rezeptors gezeigt werden.

In einer Bindungsstudie wurden die spektralen Anderungen des Rezeptors bei
der Komplexierung mit einem Tetrapeptid verfolgt. Die Anderungen zwischen
dem Spektrum des reinen Rezeptors und den verschiedenen Mischungen sind
betrichtlich. Beim Ubergang von einer 1:1- zu einer 1:2-Mischung aus Rezeptor
und Substrat traten nur noch geringe spektrale Unterschiede auf. Dies legt nahe,
dass der Rezeptor schon in der 1:1-Mischung annihernd komplett das Substrat
gebunden hat.

Quantenchemisch berechnete Raman-Spektren der Modellsubstanz CBS-Amid
zeigten, dass fiir eine quantitative Analyse der Resonanz-Raman-Daten Experi-

mente und Berechnungen an weiteren Modellsystemen durchgefiihrt werden miissen.

In Kapitel 4 wurde gezeigt, wie sich die oberflichenverstarkte Raman-Streuung
(SERS) zur ultrasensitiven Detektion von festphasengebundenen Substanzen ein-
setzen lasst. Typische Anwendungen der Festphasenchemie sind zum Beispiel die
Synthese von Nukleinsduren, Peptiden oder Kohlenhydraten. Sie wird aber auch in
der supramolekularen Chemie und in der klinischen Chemie eingesetzt. In der Regel
wird dazu ein Harzkiigelchen aus quervernetztem Polystyrol verwendet. Eine direk-
te Analyse der festphasengebundenen Substanzen ist wegen der geringen Beladung
und dem groBen Uberschuss an Harzmaterial meist nicht moglich.

In dieser Arbeit konnte mit der SERS-Mikrospektroskopie auf einem einzelnen Stan-
dard-Harzkiigelchen mit einer Beladung von ca. 100 pm direkt und markierungsfrei
die darauf gebundene Substanz innerhalb weniger Sekunden nachgewiesen werden.
Die selektive Verstarkung der auf dem Harz gebundenen Substanz wurde durch
aggregierte Silber-Nanopartikeln auf der Oberfliche der Harzkiigelchen ermoglicht.
So konnte auf einem einzigen Harzkiigelchen mit einem Durchmesser von 130 pm
in wenigen Sekunden das SERS-Spektrum einer Substanzmenge von nur 50 fmol
aufgenommen werden.

Ein Vergleich des SERS-Spektrums mit einem konventionellen Raman-Spektrum
der untersuchten Substanz in wissriger Losung belegt die selektive Verstdrkung

durch die Silber-Nanopartikel. Diese Selektivitdt resultiert aus der enormen
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Abstandsabhéngigkeit des SERS-Effekts. Die Polymer-Matrix des Harzes ist zu
weit von der Oberfliche der Nanopartikel entfernt, um auch eine Verstirkung zu
erfahren.

In einem SERS-mikroskopischen Raster-Experiment an der Oberfliche eines
einzelnen Harzpartikels konnte die hohe Reproduzierbarkeit dieser Technik de-
monstriert werden. Die statistische Auswertung der 36 Einzelspektren ergab eine
durchschnittliche relative Standardabweichung von < 10 %. Dieses Ergebnis ist die
Grundlage fiir den Einsatz der SERS-Technik in der kombinatorischen Chemie, bei
der grofle Bibliotheken festphasengebundener Substanzen charakterisiert werden
miissen. Hier kénnte die ultrasensitive SERS-Detektion in Zukunft zum Screening

ganzer kombinatorischer Bibliotheken eingesetzt werden.

Abschlielend wurden in Kapitel 5 SERS-Marker als neues Markierungsreagenz zur
Detektion von Biomolekiilen vorgestellt. SERS-Marker bieten im Vergleich zu bereits
bestehenden Markierungstrategien, wie zum Beispiel der Fluoreszenz, einige ent-
scheidende Vorteile. Ein besonders wichtiger Vorteil ist die einzigartige Multiplexing-
Kapazitét, die simultane Detektion einer Vielzahl von Biomolekiilen in einer einzigen
Messung. Die Linienbreite von Raman-Banden ist im Allgemeinen zwei Grofien-
ordnungen kleiner als die breiten Emissionsbanden molekularer Fluorophore. Ent-
sprechend kann eine gréffere Anzahl von unterschiedlichen Markern in einer einzi-
gen Messung erfasst werden. Weiterhin bleichen die SERS-Marker im Gegensatz zu
Fluorophoren bei Laserbestrahlung nicht aus, was eine deutlich bessere quantitative
Auswertung ermoglicht.

In dieser Arbeit wurden zwei neue SERS-Marker speziell fiir die rote bis nah-infrarote
Laseranregung entwickelt. Bei beiden Marker-Typen werden die Raman-Signale von
selbstorganisierenden Monolagen aus Raman-Markern durch Gold/Silber-Nanoscha-
len als SERS-Substrat verstérkt.

Die Ausbildung einer selbstorganisierenden Monolage (SAM) hat mehrere Vortei-
le fir die Qualitidt der SERS-Marker. Eine SAM aus Raman-aktiven Molekiilen
auf der Oberfliche der Gold/Silber-Nanoschalen bedeutet deren maximal mogliche
Bedeckung, was zu einer reproduzierbar hohen Sensitivitit fithrt. Weiterhin verrin-
gert sich durch die einheitliche Orientierung der Molekiile in einer SAM die Anzahl

der SERS-Banden, da entsprechend der speziellen Auswahlregeln nur einige wenige
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Raman-Banden iiber das Nanopartikel verstéirkt werden.

Die Gold/Silber-Nanoschalen wurden in einer Redox-Reaktion von Silber-Nanoku-
geln als Template mit Goldsdure synthetisiert. Um spektrale Beitrdge von storender
Autofluoreszenz der Proben bei biomedizinischen Anwendungen zu minimieren,
wurde das SERS-Substrat durch gezielte Synthese fiir eine Anregung mit der roten
633 nm-Linie von HeNe-Lasern optimiert.

Auf Grund der hohen Packungsdichte der Raman-Markermolekiile in einer SAM
kann es bei der direkten Konjugation der SERS-Marker an Biomolekiile zu einer
sterischen Hinderung kommen. Um dieses Problem zu umgehen, wurden zwei neue

Strategien zur einfacheren Biokonjugation von SERS-Markern entwickelt:

Der erste neue SERS-Marker-Typ wurde mit einer SAM aus Raman-Markern mit
zwei unterschiedlich langen Abstandshalter-Gruppen synthetisiert. Aufgrund der
groflen Abstandsabhéingigkeit des SERS-Effekts zeigt eine SAM aus Raman-Markern
mit kurzem und langem Abstandshalter auf den Nanopartikeln das gleiche cha-
rakteristische SERS-Spektrum. Die unterschiedliche Liange der Molekiile wird {iber
eine Amidbindung mit Monoethylenglykol (MEG)- bzw. Triethylenglykol (TEG)-
Einheiten erreicht. Uber das Verhiltnis von kurzem zu langem Abstandshalter kann
die sterische Hinderung der Bindungsstellen in der SAM minimiert werden. Der
langere Marker (DTNB-TEG-COOH) besitzt eine endsténdige Séure-Gruppe, an
der iiber eine Aktivierung mit N-Hydroxysulfosuccinimid ein Antikérper gebunden
werden kann. Der kiirzere Marker (DTNB-MEG-OH) kann keine Biomolekiile bin-
den, erhoht aber durch die Hydroxy-Gruppe die Wasserloslichkeit der SERS-Marker.

Der zweite SERS-Marker-Typ beruht auf der Silicaverkapselung einer SAM auf den
Gold/Silber-Nanoschalen. Die Verkapselung gelang auf zwei unterschiedlichen We-
gen.

In der ersten Syntheseroute wurde ein Raman-Marker mit terminaler Trialkoxysi-
langruppierung als SiOs-Vorlaufer-Einheit synthetisiert. Nach der Ausbildung einer
SAM dieser Raman-Marker auf der Nanopartikeloberfliche und anschlieBender Hy-
drolisierung der Alkoxysilangruppierungen zu Silanol-Gruppen ist das Nanopartikel
vitreophil und kann mit einer nur wenige Nanometer dicken Schicht aus Silica ver-

kapselt werden.
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Die zweite Moglichkeit zur Silicaverkapselung SAM-funktionalisierter Nanopartikel
erfolgte iiber eine Polyelektrolytbeschichtung der SERS-Marker. Nach der SAM-
Ausbildung mit Raman-Markermolekiilen auf den Nanopartikeln besitzen diese we-
gen der im Raman-Marker enthaltenen Carbonsédure-Gruppe eine negativ geladene
Oberflache. Nach Beschichtung der SAM mit einer positiv geladenen Polymerschicht
wurde anschlieBend das vitreophile Polymer Polyvinylpyrrolidon auf der Oberfléache
adsorbiert und mit einer Silicaschicht verkapselt.

Die silicaverkapselten SERS-Marker konnten nach der Oberflachenfunktionalisie-
rung mit Amino-Gruppen iiber heterobifunktionelle Verkniipfungsreagenzien an An-
tikorper gekoppelt werden.

Beide SERS-Marker (Dual-SAM-SERS-Marker und silicaverkapselte SERS-Marker)
wurden zur immunhistochemischen Lokalisierung des prostataspezifischen Antigens
in Prostatagewebeschnitten eingesetzt. Die ersten Versuche zur SERS-Mikroskopie
an Gewebeschnitten, die mit den neuen SERS-markierten Antikérpern angefarbt
waren, zeigten, dass sowohl die Dual-SAM-SERS-Marker als auch die silicaverkap-

selten SERS-Marker fiir biomedizinische Anwendungen eingesetzt werden kénnen.
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7 Summary

Different techniques have been employed for the selective and sensitive characteri-
zation of drug-substrate interactions and for the selective localization of proteins.
Resonance Raman spectroscopy was used in chapter 3 to monitor selectively the
drug-target interaction between a peptide receptor and its substrate. This class of
guanidinio-based peptide receptors form complexes with peptides in polar solvents
with high efficiency. The receptors consist of two subunits: a carboxylate-binding
site (CBS) for an efficient complexation of carboxylates in aqueous media and a
tripeptide part allowing the control of the substrate selectivity by the sequence of
its amino acids. The complexation of substrates in water is driven by a combination
of hydrogen bonds and electrostatic interactions.

The receptor shows a strong absorbance at 300 nm. According to quantum chemical
calculations, the electronic absorption at this wavelength involves mainly orbitals of
the CBS moiety. Raman spectra of an aqueous solution of the receptor were recorded
at different excitation wavelengths (275 nm, 364 nm and 458 nm). At non-resonant
excitation with 458 nm, a part of the spectrum is dominated by contributions of
water. At pre-resonant excitation (364 nm) a selective enhancement of the CBS-
chromophore modes can be observed. Best results were obtained with an excitation
wavelength of 275 nm (post-resonant). The selective enhancement at this particu-
lar laser wavelength is so strong that water contributions to the receptor spectrum
are negligible. Due to the enormous resonance enhancement at 275 nm the receptor
could be characterized at a submillimolar concentration in water.

The selective enhancement of the vibrational modes of the CBS subunit with the
275 nm UV line of the argon-ion laser was also confirmed by a detailed analysis of
the experimental data. A simultaneous curve-fitting procedure of the three spectra
obtained at non-resonant, pre-resonant, and post-resonant excitation demonstrated
the enhancement of the CBS-moiety with respect to phenylalanine from the tripep-
tide part of the receptor.

The spectral changes of the receptor upon complexation with a tetrapeptide were
monitored in a binding study. Substantial changes between the spectrum of the
neat receptor solution and the mixtures with substrate were observed. Since only

minor spectral differences occur between the 1:1 and the 1:2 mixture, an almost
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quantitative binding of the substrate in the equimolar mixture is plausible.
First quantum chemical calculations on the model compound CBS-amide demons-
trate that further experiments and calculations for different model compounds are

required for a quantitative analysis of the experimental resonance Raman data.

In chapter 4, surface-enhanced Raman scattering (SERS) was employed for the
ultra-sensitive detection of solid-phase bound substances. Typical applications of
the solid-phase chemistry are for example the synthesis of nucleic acids, peptides, or
carbonhydrates. This technique is also used in supramolecular chemistry and clinical
chemistry. Resin beads from cross-linked polystyrene are usually the matrix. Due to
the low picomolar loading and the excess of resin material a direct analysis of the
solid-phase bound substances is often not possible.

In this thesis the bound substance on a single standard resin bead with a diameter
of 130 um and a loading of approx. 100 pmol was detected within a few seconds
by SERS microspectroscopy. The selective enhancement of the solid-phase bound
substance was realized with help of aggregated silver nanoparticles on the surface of
the resin. It was possible to detect a total amount of only approx. 50 fmole of the
substance on a single resin bead with a diameter of 130 pm.

A comparison of the SERS spectrum with a conventional Raman spectrum of the
same substance in aqueous solution confirms the selective enhancement on silver
nanoparticles. The selectivity is a result of the enormous distance dependance of
the SERS effect. The polymer matrix of the resin is too far from the nanoparticle
surface to experience a considerable enhancement.

The high reproducibility of this technique was demonstrated in a SERS mapping
experiment. The statistical evaluation of the 36 single spectra resulted in a mean
relative standard deviation of < 10 %. This result is the basis for applications of
the SERS technique in combinatorial chemistry where large libraries of solid-phase
bound substances have to be characterized. Here the SERS detection could be used

for the screening of entire libraries in the future.
In chapter 5 new SERS labels were presented as labeling agents for the detection of

biomolecules. In comparison with existing labeling strategies, such as fluorescence,

SERS labels offer some distinct advantages. A very important advantage is the
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unique multiplexing capacity, i.e. the simultaneous detection of various biomolecules
in a single measurement. The line width of Raman bands is generally two orders
of magnitude smaller than the broad emission bands from molecular fluorophores.
Accordingly, it is possible to distinguish between a higher number of different labels
in a single measurement. In contrast to fluorophores, SERS labels no not bleach
during the exposure to laser radiation, allowing a better quantitative analysis.

In this work two approaches to new SERS labels for red to near infrared laser
excitation were developed. In both types of labels the signal is generated from
self-assembled monolayers (SAM) of Raman labels on gold/silver nanoshells as the
SERS substrate.

The formation of a SAM has several advantages concerning the quality of the
SERS labels. A SAM of Raman-active molecules on the surface of the gold/silver
nanoshell is equivalent to the maximum possible coverage with a constantly high
and reproducible sensitivity. Furthermore, the uniform orientation of the molecules
within the SAM and the SERS selection rules lead to a reduced number of bands
in the corresponding SERS spectra, since only few Raman bands are selectively
enhanced.

Gold/silver nanoshells were synthesized in a template engaged redox reaction
of silver nanospheres with gold acid. The synthesis of this SERS substrate was
optimized for an excitation with the 633 nm line of a He-Ne laser to minimize
spectral contributions from unwanted autofluorescence of the samples in biomedical

applications.

Due to the high density of molecules in the SAM, a direct conjugation of the SERS
labels to biomolecules may be hindered sterically. To circumvent this problem two

new strategies for SERS labels have been developed:

The first new type of SERS labels was synthesized with a SAM of Raman labels
containing hydrophilic spacer groups with different lengths. Due to the strong
distance dependance of the SERS effect, a SAM shows the same characteristic SERS
spectrum, independently of the length of the spacer groups in the Raman labels.
The different lengths were realized through a coupling of monoethylene glycole

(MEG) or triethylene glycole (TEG) units via amide bonds to the same Raman
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label molecules (DTNB). The stoichiometric ratio between the short and the long
spacer allows a minimization of the sterical hinderance of the reactive groups in the
SAM. The terminal acid group of the longer SAM compound (DTBN-TEG-COOH)
can be activated with N-hydroxysulfosuccinimide for a covalent binding to an
antibody. The hydroxy group of the shorter SAM compound (DTNB-MEG-OH)
does not bind to biomolecules, but enhances the water solubility of these dual-SAM
SERS labels.

The second type of SERS labels includes the silica-encapsulation of a SAM on
gold /silver nanoshells. The encapsulation was achieved in two different approaches.
For the first approach a Raman label with a terminal trialkoxysilane moiety was
synthesized. The formation of a SAM comprising these Raman labels renders the
nanoshell vitreophilic and a subsequent encapsulation with only a few nanometers
of silica is possible.

The second approach for SAM-functionalized and silica-encapsulated nanoparticles
involves a polyelectrolyte coating with subsequent growth of silica on the outer
surface. After the formation of a SAM with Raman labels with carboxylic acid groups
the nanoshells have a negative surface charge. Then a positive charged polymer
coating was adsorbed on the SAM followed by the adsorption of the vitreophilic
polymer polyvinylpyrrolidone, that was encapsulated with a layer of silica.

The surface of the silica-encapsulated SERS labels were aminofunctionalized and

conjugated to antibodies via heterobifunctional crosslinkers.

With both SERS labels (dual-SAM and silica-encapsulated SERS labels) the
prostate-specific antigen as a target protein was localized in prostate tissue sections.
The first SERS microscopy experiments with these new SERS-labeled antibodies
showed that both the dual-SAM and the silica-encapsulated SERS labels are pro-

mising labeling techniques for biomedical applications.
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