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1 Einleitung

R.W. Wood dokumentierte in seiner Arbeit [Woo02] von 1902 die Beobachtung dunkler
Linien im Spektrum des von einem metallischen Beugungsgitter reflektierten, polychro-
matischen Lichts. Ohne es zu wissen, beschrieb er als erster das Phidnomen der Oberfla-
chenplasmonen. Er selbst fithrte die Beobachtungen auf Anomalien zuriick.

Im Jahre 1909 entwickelten Philip Lenard und Arnold Sommerfeld in ihrer Arbeit [LS09]
das Modell der elektromagnetischen Oberflachenwellen, die Losungen der Maxwellschen
Gleichungen darstellen.

U. Fano erkldrte 1941 theoretisch die Beobachtungen von Wood und stellte den Zusam-
menhang zu der Anregung von elektromagnetischen Oberflachenwellen her [Fan4l].
Dieses Prinzip der Oberflichenwellen verwendete Rufus H. Ritchie 1957 in seiner Arbeit
|Rit57], um den Energieverlust von schnellen Elektronen zu erkldren, die durch eine Me-
tallfolie geschossen werden.

Nochmal drei Jahre dauerte es, bis E. A. Stern und R. A. Ferrell 1960 die Resonanzbe-
dingungen fiir Oberflachenwellen herleiteten [SE60] und ihnen die Bezeichnung ,,Ober-
flichenplasmonen® gaben.

Auf Andreas Otto geht die erste experimentelle Realisierung der Anregung von Ober-
flichenplasmonen im Jahre 1968 zuriick [Ott68]. Im gleichen Jahr stellten auch Heinz
Raether und Erwin Kretschmann ihre Methode vor, Oberflichenplasmonen zu erzeugen
IKR6S].

Basierend auf der Oberflichenplasmonenresonanzspektroskopie! lassen sich Sensoren
bauen, die Stoffe schon bei sehr geringen Konzentrationen detektieren kénnen, wie z. B.
ein empfindlicher Sensor zum Nachweis von Gasen. Aufgrund der sehr guten Wasserstoff-
aufnahmefihigkeit von Palladium und der damit verbundenen Anderung der dielektri-
schen Eigenschaften lésst sich mit einer Palladiumschicht ein Wasserstoffsensor bauen
[Mor01].

Auch in anderen Bereichen kann die SPRS eingesetzt werden, um empfindliche Senso-
ren zu konstruieren. Unter Ausnutzung der Anderung des Brechungsindex von diinnen,

pordsen Filmen oder Polymeren bei Anderung der Feuchtigkeit kann ein Feuchtigkeits-

lim Folgenden mit SPRS abgekiirzt, SPRS = engl. Surface Plasmon Resonance Spectroscopy



1 FEinleitung

sensor konstruiert werden [WSG96].

Mit Hilfe des temperaturabhéngigen thermooptischen Effekts von hydrogenisierten, amor-
phen Silizium lasst sich ein Temperatur-Sensor realisieren [HYG99).

Seit den frithen 1980er Jahren entwickelte sich durch die richtungsweisenden Arbeiten
von Nylander et al. und Liedberg et al. [LNL83] [LMR™91] |[LLS93| die SPRS zu ei-
ner Technik, die hervorragend geeignet ist, biomolekulare Reaktionen zu untersuchen.
Biomolekulare Reaktionen kénnen in Echtzeit untersucht werden, ohne dabei die Re-
aktionspartner in irgendeiner Weise (z. B. durch Farbstoff-Molekiile oder radioaktive
Elemente) zu markieren.

Konformationsdnderungen von Proteinen sind durch SPRS ebenfalls detektierbar [SyHI9§].
Im Jahre 1994 wurde von Lundstrom et al. [Lun94] die erste Arbeit publiziert, in der
SPRS als Basis fiir die Echtzeitanalysemethode von biospezifischen Wechselwirkungen
dient. Seitdem wird diese Methode h&ufig genutzt und stetig weiterentwickelt, um ki-
netische und thermodynamische Konstanten biomolekularer Reaktionen zu bestimmen
[HYG99].

Frithere Arbeiten beschéftigten sich hauptsichlich mit Antigen/Antikorper-Wechsel-
wirkungen, der Streptavidin/Biotin-Reaktion oder Untersuchungen von Glykoproteinen,
wie z. B. Immunglobulin G, das von den B-Lymphozyten nach Kontakt mit einem An-
tigen produziert wird und als Teil der Immunantwort eines Lebewesens gilt [HYG99].
Dubs et al. untersuchten die Wechselwirkung von Viren und monoklonalen Antikérpern
mit SPRS und konnten so Aussagen iiber konformationelle Zusténde der Viren machen
IDAvRO1]. Ein weiteres Beispiel fiir eine Anwendung ist die Untersuchung von sequenz-
abhéngigen Bindungen von rekombinanten Onkoproteinen an DNA, die Fischer et al.
in ihrer Arbeit [FFCFea94| durchfiihrten.

Durch die Méglichkeiten, Protein/Protein- bzw. Protein/DNA - Wechselwirkungen zu
untersuchen, ist die SPRS eine wichtige Methode in der Erforschung und Bekdmpfung
von Krankheiten geworden.

Ziel dieser Arbeit ist der Aufbau eines nicht kommerziellen, hochauflésenden SPR-
Biosensors, der Weiterentwicklungen und Anpassungen auf bestimmte Problemstellun-
gen ermoglicht und somit die biomolekularen Untersuchungsmethoden erweitert.

Diese Arbeit ist in sechs Kapitel eingeteilt. Nach der Einleitung folgt der theore-
tische Hintergrund der Arbeit. Ausgehend von der Theorie evaneszenter Felder wird
die theoretische Beschreibung der Oberflichenplasmonen erldutert. Im Anschluss daran
wird die Theorie der Adsorptionskinetik sowie der Einfluss von Transporteffekten in
einer Flusszelle beschrieben. Kapitel Drei befasst sich mit dem experimentellen Aufbau.
Zunéchst wird das Messprinzip erklart. Darauthin werden die Komponenten sowie der

Aufbau dargestellt. In Kapitel Vier werden die Ergebnisse der Experimente vorgestellt



und diskutiert. Kapitel Fiinf enthélt eine Zusammenfassung der Arbeit. Ein Ausblick
auf zukiinftige Entwicklungsmoglichkeiten wird gegeben.
In dieser Arbeit sind vektorielle Grofen durch fettgedruckte Buchstaben (z. B. E oder

H) gekennzeichnet. Desweiteren wird in dieser Arbeit durchgehend das SI-Einheitensystem

benutzt.



2 Theoretische Grundlagen

2.1 Evaneszente Felder

Oberflachenplasmonpolaritonen sind Elektronendichteoszillationen, die mit evaneszen-
ten, elektromagnetischen Feldern gekoppelt sind und durch solche Felder resonant er-
zeugt werden konnen. Daher wird zunéchst auf die Theorie der evaneszenten Felder
eingegangen.

Im Jahre 1864 veroffentlichte James Clerk Maxwell seine Arbeiten iiber die Dynamik
elektromagnetischer Felder, die unter anderem die nach ihm benannten Gleichungen
enthielten. Aus diesen ging hervor, dass elektromagnetische Wellen existieren, die sich
mit einer Geschwindigkeit, die sehr nahe der an der damals angenommenen Lichtge-
schwindigkeit lag, ausbreiten. Diese Tatsache lieft Maxwell vermuten, dass Licht ein
elektromagnetisches Wellenphénomen sei. Vierundzwanzig Jahre spater (1888) publi-
zierte Heinrich Hertz die experimentelle Entdeckung der elektromagnetischen Wellen,
die sich mit der Lichtgeschwindigkeit ausbreiten und bestétigte somit die Maxwellsche
Theorie experimentell. [JacO6]

Nach der Erklarung des Photoeffektes durch Albert Einstein im Jahre 1905 (Nobelpreis
fiir diese Arbeit im Jahre 1921) und der damit einhergehenden Theorie der Lichtteilchen
(Photonen), wird Licht sowohl Wellen- als auch Teilchencharakter zugeschrieben.

Im Folgenden soll Licht als elektromagnetische Welle angesehen werden.[BRO5|

Es sei

Eir,t) = Ejp- ez(ki-’r—w-t)

_ EiO . ei le TH . ei(kiz -z—w‘t)

der elektrische Anteil einer ebenen, elektromagnetischen Welle, die von einem opti-
schen Medium 1 in ein optisches Medium 2 fillt. Die Flachennormale der Grenzfliache
zwischen den beiden Medien sei parallel zur z-Achse des Koordinatensystems, die Grenz-

fliche liegt somit in der zy-Ebene.
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2.1 Evaneszente Felder

Mit k sei der Wellenvektor der ebenen Welle gemeint. Des Weiteren sei k|| der zweidimen-
sionale Wellenvektor mit k&, und k, als Komponenten. Mit r ist der dreidimensionale
Ortsvektor gemeint, 7| sei der zweidimensionale Ortvektor mit z und y als Kompo-
nenten. Der Index || beschreibt die Parallelitit der Vektoren zur zy-Achse. w ist die
Kreisfrequenz des Lichts.

Im Folgenden soll angenommen werden, dass die Medien nicht magnetisch seien und
ihre magnetischen Permeabilitdten u eins sind.[BRO5S|

Die beiden homogenen und isotropen Medien werden dann nur durch ihre Dielektri-
zitdtszahlen €1 und 5 charakterisiert, die im Allgemeinen keine Konstanten, sondern
komplexwertige Funktionen der Lichtwellenldnge sind. Sie héngen mit dem Brechungs-

index der Medien in folgender Weise zusammen:

n?=¢g, i=1,2 (2.3)

Die einfallende Lichtwelle wird geméfs Abbildung in zwei Anteile aufgespalten.
Der eine Anteil wird an der Grenzfliche reflektiert. Der andere Anteil passiert die Grenz-
fliche und wird an ihr gebrochen. Aufgrund der Homogenitit entlang der Grenzflache
andern sich die parallel zur Grenzfliche gerichteten Komponenten der Wellenvektoren

aller Anteile nicht. Es gilt somit

sz = kr” = ktH . (2.4)

Dabei sind 4, r und ¢ die Indizes, die die einfallenden, reflektierten und transmittierten
Wellenanteile beschreiben (vgl. Abbildung (2.1))).

€,, 1,

|
I}
|
I
I
0,
!
|
|
I
I

Abbildung 2.1: Reflexion und Brechung an der Grenzfliche zweier Medien, in
diesem Fall ist ng < no

11



2 Theoretische Grundlagen

Die Betriage der Wellenvektoren in den Medien 1 und 2 sind

und

w w

mit der Lichtgeschwindigkeit ¢ und den Brechungsindizes ni und mno der optischen

Medien 1 und 2.

Die zur Grenzflache parallel gerichteten Komponenten des Wellenvektors berechnen sich

gemaf

kij = %\/571 sin 0; = %\/a sin 6, = %\/5 sin 0; . (2.7)

Die z-Komponenten berechnen sich geméfs

und

ki, = g\/ g9 — €1 sin?0; . (2.9)
c

Aus den Beziehungen ([2.4) bis (2.9) folgen die Gesetze von Snellius fiir die Reflexion

und Brechung:

0; =0, (2.10)
und
sin 6; €1 ni
=, /=== 2.11
sin Qz £9 n9g ( )

Fiir den Fall, dass das Licht aus einem optisch dichteren Medium in ein optisch diin-
neres Medium féllt und somit ny > no ist, folgt aus Gleichung , dass Brechung
nur bis zu einem bestimmten Einfallswinkel moglich ist. Bei diesem Einfallswinkel ist
der Brechungswinkel 8; = 90°. Dieser Einfallswinkel wird kritischer Winkel genannt und
soll im Folgenden mit 6. benannt werden.

Bei Einfallswinkeln grofer als der kritische Winkel 6, findet keine Brechung mehr statt.

Alle Lichtwellen werden an der Grenzflache reflektiert. Dieses Phanomen wird Totalre-

12



2.1 Evaneszente Felder

flexion! genannt .

Der kritische Winkel . berechnet sich aus dem Brechungsgesetz von Snellius (Gleichung

(2.11)) fiir 6; = 90° zu

6, = arcsin 2 . (2.12)
ni

Ist der Einfallswinkel 6; grofer als der kritische Winkel 6., so wird die z-Komponente
des Wellenvektors der gebrochenen Lichtwelle k;, geméaft Gleichung imaginar. Der
durch die Grenzfliche transmittierte Anteil wird mit diesem imagindren Wellenvektor
in z-Richtung durch folgenden Ausdruck beschrieben:

Rz Zk:” . ’I"” —iwt
- € - e .

Eir,t)=Ey-e (2.13)

Dabei ist

Kk = Sk, = hd %sin2 0; —n3 (2.14)
c

der imaginédre Anteil der z-Komponente des Wellenvektors der transmittierten Welle.
Gleichung beschreibt eine Welle, die entlang der Grenzflache propagiert und deren
Amplitude in z-Richtung mit zunehmenden Abstand von der Grenzfliche exponentiell
proportional zu e ™ abnimmt. Dieses exponentielle Abklingen stellt jedoch keine
Wellenbewegung dar. Mit ihr ist kein Energietransport verbunden. Die gesamte Energie,
die mit der einfallenden Welle einstrahlt, wird an der Grenzflache reflektiert.
Die Eindringtiefe § dieser Lichtwelle in das Medium 2, bei der die Amplitude der Welle
auf % abgefallen ist, berechnet sich nach
0= L = A . L . (2.15)

Kk 27 :
n? sin? 0; — n3

Die Grofenordnung der Eindringtiefe § liegt im Bereich der Wellenlénge A. Die Welle
dringt also nur auf eine sehr kurze Distanz in Medium 2 ein und ,yverschwindet” sehr
schnell. Wellen mit einer solchen Charakteristik werden evaneszente Wellen? genannt
IBRO5].

Der magnetische Anteil der elektromagnetischen Welle ergibt sich aus der Maxwellschen
Gleichung

—,u,oaaI;I =VxE. (2.16)

Lengl. Total Internal Reflection, TIR
2evaneszent = dahinschwindend

13



2 Theoretische Grundlagen

Daraus lésst sich der Poynting-Vektor S = E x H berechnen, der die Energieflussdich-
te einer elektromagnetischen Welle beschreibt und in die Richtung des Energieflusses
zeigt. Aus ihm ist zu erkennen, dass die Komponente parallel zu Grenzfliche immer in
die positive z-Richtung zeigt. In positive z-Richtung ist also ein Energiefluss zu beobach-
ten. Die Komponente des Poyntingvektors senkrecht zur Grenzfliche &ndert periodisch
das Vorzeichen. Im Mittel ist der Energiefluss also Null.[Som64]

2.2 Oberflachenplasmonpolaritonen

Oszillationen der Elektronendichte von Elektronengasen in Metallen, die sich longitu-
dinal in Grenzflachen von Metallen und Dielektrika mit einer Frequenz im spektralen
bzw. nahen infraroten Bereich ausbreiten (siche Abbildung (2.2)), werden Oberflichen-
plasmawellen genannt. [Ott68],[KR68],[Rae88]|,[ZSMO05],[AMS82] [ADOT]

Dielektrikum, €,

ATATATATA"ATATA

FFF --- FFF --- FFF --- F+F --- F++
o A B 7 [ AR TN AR SN AR I

Metall, €,

Abbildung 2.2: Oberflichenplasmawelle und resultierendes elektrisches Feld an ei-
ner Metall/Dielektrikum Grenzfliche

Solche Oberflachenplasmawellen werden aufserhalb des Metalls von evaneszenten, elek-
tromagnetischen Feldern begleitet, die mit der Frequenz der Elektronendichteoszillation
oszillieren und in der Oberflache ihre maximale Amplitude besitzen. Mit zunehmenden
Abstand zur Oberflache fillt diese, dem evaneszenten Charakter entsprechend, exponen-
tiell ab.

Die Kopplung der Oberflichenplasmawelle und des elektromagnetischen Feldes wird
durch Quasiteilchen, die sogenannten Oberflichenplasmonpolaritonen? beschrieben. Die-
se konnen ,als hybride Zustiande von Elektronenoszillationen im Metall (dort als hoch-
frequenter elektrischer Strom) und elektromagnetischen Feldern auferhalb des Metalls
(mit der Frequenz von Licht) verstanden werden“ [ADO7].

Sei k = (kg, ky, k) der Wellenvektor der SPPen. Die Grenzfliche zwischen dem Metall
und einem Delektrikum liegt in der xy-Ebene eines kartesischen Koordinatensystems.
In dieser Grenzflache sollen sich die SPPen bewegen. Die y-Komponente des Wellenvek-

tors sei ohne Beschriankung der Allgemeinheit und aus Griinden der Einfachheit Null. In

3engl. Surface Plasmon Polariton, SPP

14



2.2 Oberflichenplasmonpolaritonen

z-Richtung zeigen sie den fiir eine evaneszente Welle charakteristischen, exponentiellen
Abfall der Amplitude. Dies wird durch die imaginére z-Komponente des Wellenvektors
mathematisch beschrieben. Die Betrage der elektrischen Komponente des elektromagne-

tischen Feldes in den einzelnen Bereichen seien durch folgende Ausdriicke gegeben:

Ep = EP. "7 fiir z > 0 (2.17)
Eo = E§. =@t ooy (2.18)
By = EM.c the? fiir 2 < 0. (2.19)

Dabei sind Ep das elektrische Feld im Dielektrikum, Eg das elektrische Feld in der
Grenzfliche und E); das elektrische Feld im Metall. Eé mit ¢ = D, G, M sind die Am-
plituden der elektrischen Felder. k, und k, sind die z- bzw. die z-Komponente des
Wellenvektors, wobei die z-Komponente eine imagindre Grofe ist (siehe Kap. 2.2.1).
Dies bewirkt den exponentiellen Abfall der Amplitude mit zunehmender Entfernung
von der Grenzflidche, sowohl in positive als auch in negative z-Richtung.

Die z-Komponente k, ist eine komplexe Grofe (siehe Kap. 2.2.2) und besteht somit
aus einem Real- und einem Imaginérteil. Daher beschreibt Ausdruck eine propa-
gierende Welle, die sich in der Grenzfliche mit einer Kreisfrequenz w ausbreitet. Diese
Bewegung ist jedoch gedampft, was sich mathematisch durch den Imaginérteil von k,
bemerkbar macht. Diese Dampfung wird innere Dadmpfung genannt. Sie resultiert aus
der Tatsache, dass das elektromagnetische Feld der SPPen Elektron-Loch-Paare am
Fermi-Niveau anregt. Die darauf folgende Abregung generiert Phononen, deren Energie
dann in Warme umgewandelt wird. Ist diese Energie grofer als die Austrittsarbeit des
Metalls, so kann die Emission von Photoelektronen beobachtet werden. [Rae8§|

Der Wellenvektor der SPPen ldsst sich schreiben als k = (kg,0, k.). Der Betrag von k

ist abhingig von der Wellendnge der Plasmawelle Ap:

2T

k| = .
k= =

(2.20)

2.2.1 Dispersionsrelation von

Oberflachenplasmonpolaritonen

Der Zusammenhang zwischen dem Wellenvektor k und der Kreisfrequenz w der SPPen
wird durch ihre Dispersionsrelation beschrieben. Sie stellt bestimmte Bedingungen fiir
die Erzeugung von SPPen.

Sie ldsst sich nach [Rae88| fiir eine Grenzflache zweier semi-unendlicher Medien, wobei

15



2 Theoretische Grundlagen

ein Medium ein Metall ist, folgendermafien herleiten:

Seien

0D, D
Hp— (O,HyD,O)- ez(k:xx wt) ‘ ezkz 2

und

(1D 7.D
ED:(E£,07EZD)'€Z(I{I$ wt).ezkzz

die magnetische bzw. die elektrische Feldstarke im Dielektrikum sowie

oM. M
Hy = (O,Héw,O)‘ ez(er x — wt) _ ezk‘z z

und

LM .M
Ea = (EM,0, EM). ez(k:x r—wt) ezka z

(2.21)

(2.22)

(2.23)

(2.24)

die magnetische und elektrische Feldstérke im Metall. Diese Gleichungen beschreiben

den Zustand der TM- bzw. p-Polarisation

Diese Ausdriicke miissen sowohl die Maxwellschen Gleichungen

V x Hz = 511QEIL
c ot
V x Ei = —lgﬂz
c ot
VE,;EZ' =0
VH; = 0

mit ¢ = M, D, als auch die Stetigkeitsbedingungen

EYf = EP

M _ D

Hy - Hy
EMEéw = EDEZD

erfillen.

Aus den Ausdriicken (2.29) und (2.30) folgt

M = kD =k, .

16
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2.2 Oberflichenplasmonpolaritonen

Aus Ausdruck (2.25)) folgt

- W
azy = —siE;; : (2.33)

In Komponenten ausgeschrieben wird aus (2.33))

KM EM = %EME;” (2.34)

und

KPHD = %5DE£’ . (2.35)

Ausdriicke (2.34]) und (2.35) in Kombination mit den Ausdriicken (2.29)) und (2.30)

flihren zu dem Gleichungssystem

HY' —HY = 0 (2.36)
M kP b
CH) + H) = 0. (2.37)

Das Gleichungssystem besitzt nach [For06] eine Losung, wenn seine Systemdetermi-

nante Null ist. Dies fiihrt zu dem Ausdruck

EM D
Dy=—=2+-—2=0, (2.38)
EM €D
wobei Dy fiir die Systemdeterminante steht.

Gleichungen ([2.25)), (2.26]) und ([2.33)) fithren zu

K24 ki = (3)2 , (2.39)

C

womit Ausdruck ([2.38) zu

fy = 2 [ EMED (2.40)
c\em+ep

wird. Ausdruck (2.40) ist die Dispersionsrelation fiir SPPen in der Grenzfliche zwi-

schen zwei semi-unendlichen Medien.

17



2 Theoretische Grundlagen

2.2.2 Anregung von Oberflachenplasmonpolaritonen,
Oberflachenplasmonenresonanz

SPPen lassen sich mit verschiedenen Methoden anregen. Neben der Anregung durch
Elektronen, die durch eine diinne Metallschicht transmittieren, ist auch Licht unter

bestimmten Bedingungen in der Lage, durch Resonanz SPPen zu erzeugen:

o die Kreisfrequenz w und der Wellenvektor k von SPPen und Licht sind gleich.

e die Vektoren E und H des Lichtes schwingen in den gleichen Ebenen wie die der

SPPen. Dies bedeutet, dass das Licht p-polarisiert sein muss.

Da Metalle ein freies Elektronengas besitzen, ist ihr Dielektrizitétskoeffizient )y ei-
ne komplexe Groke ey (w) = €, (w) + i€’} (w), die abhéingig von der Kreisfrequenz
der elektromagnetischen Strahlung w ist. Daher wird von der dielektrischen Funktion
eines Elektronengases bzw. Metalls gesprochen. Der Imaginérteil €, (w) représentiert
mathematisch die Eigenschaft des Elektronengases, elektromagnetische Strahlung zu
absorbieren. [Mai07].

Nach [Kit06] berechnet sich die dielektrische Funktion fiir ein Elektronengas nach der

sogenannten Drude-Formel zu

2 2

ne w
-1- - -1 2.41
g(w) p— 2 ( )

Dabei ist n die Elektronenkonzentration des Elektronengases, e die Elementarladung
und m* die effektive Masse eines Elektrons. eg ist die Dielektrizitdtskonstante des Va-
kuums. Die Grofe wp wird Plasmafrequenz des Elektronengases genannt. Die Plasmaf-

requenz von Metallen berechnet sich geméf

2
wp = 4| 2 (2.42)
eom*

Mit der Elektronenkonzentration von Gold ngeq = 5,9 - 1028 $ ergibt sich wp =

1,37 .10 rad,
Das Drude-Modell stellt eine vereinfachte Situation dar. Die Dampfung des Elektro-

nengases und damit die imagindre Komponente der dielektrischen Funktion wird hier
vernachlissigt. Die verbleibende reelle Komponente ldsst sich unter dieser Annahme
nach Gleichung ([2.41]) berechnen.
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2.2 Oberflichenplasmonpolaritonen

Unter Beriicksichtigung von Gleichung ([2.41)) lasst sich die Dispersionsrelation herlei-
ten, wenn Ausdruck (2.41) in Ausdruck (2.50)) fiir €57 eingesetzt wird:

w2
€D (1 — 75)
k=2 | L (2.43)
ept+1—_%
1x10"% - .

Kreisfrequenz [1/s]

0 310 6x10° 10’ 1.2x10° 1.5x10°
Wellenvektor [ 1/m]

—— Disp.-relation der SPPen an der Luft - Gold - Grenzflache
— Disp.-relation der SPPen an der Glas - Gold - Grenzflache
- == Disp.-relation von Licht in Luft bzw. Vakuum

- == Disp.-relation von Licht in Glas

Abbildung 2.3: Dispersionsrelationen von Licht und SPPen in den jeweiligen Me-
dien bzw. Grenzfldchen

In Abbildung (2.3) sind Dispersionsrelationen von Licht in Luft (ep = 1) und in

BK7-Glas (ep = 1,515092 [Sch07]) sowie die Dispersionsrelationen von SPPen in einer
Luft/Gold-Grenzflache und einer BK7-Glas/Gold-Grenzflache dargestellt.
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2 Theoretische Grundlagen

Abbildung (2.3)) zeigt, dass die SPPen fiir grofe Wellenvektoren gegen eine bestimmte
Frequenz konvergieren, die sogenannte Oberflichenplasmonenfrequenz. Diese berechnet

sich nach

wp
Wsp = ————— .
SP V14e€p

Dieser Grenzfall liegt vor, wenn die Dampfung des Elektronengases vernachlassigbar

(2.44)

ist, also €/, = 0 ist. In diesem Fall geht der Wellenvektor der SPPen gegen unendlich
und die Gruppengeschwindigkeit betragt Null. Diese mit wgp schwingende Mode besitzt
elektrostatischen Charakter und wird Oberflichenplasmon® genannt. Oberflichenplas-
monen sind also SPPen im Grenzfall k, — oco. [Mai07].

In der Literatur werden die Begriffe ,,Oberflichenplasmonpolariton® und ,(Oberflichen-
plasmon‘* haufig synonym verwendet.

Die Dispersionsrelationen von Licht in Abbildung berechnen sich nach

(2.45)

Abbildung zeigt, dass die Wellenvektoren des Lichts fiir alle Frequenzen kleiner
als die Wellenvektoren der SPPen sind. Demzufolge besitzen die Dispersionsrelationen
keinen Schnittpunkt.

Das Gleiche gilt fiir die Grenzfliche Gold/BK7-Glas. BK7-Glas besitzt fiir die Wellen-
lange A = 632, 8nm einen Brechungsindex von n = 1.51509 [Sch07]. Auch hier ist kein
Schnittpunkt vorhanden und fiir alle Lichtfrequenzen sind die Lichtwellenvektoren klei-
ner als die Wellenvektoren der SPPen.

Licht kann demzufolge nicht direkt SPPen anregen, unabhéingig von der Zusammenset-
zung der Grenzfldche.

[0tt68], [KR68],[Rae88|,|ZSM05], [Mor01], [Zac02]

4engl. Surface Plasmon, SP
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2.2 Oberflichenplasmonpolaritonen

Erzeugung von SPPen durch Prismenkopplung

Die Kretschmann-Raether-Konfiguration In ihrer Arbeit [KR68] stellten Erwin
Kretschmann und Heinz Raether 1968 eine Methode vor, mit der SPPen durch Licht

erzeugt werden konnen.

Abbildung 2.4: Prinzip der Kretschmann-Raether-Konfiguration

Kernstiick dieser Methode ist ein Glasprisma oder ein gldserner Halbzylinder, auf
dessen Unterseite ein diinner Metallfilm (in Abbildung bestehend aus Gold) auf-
gebracht wird. Durch diesen Halbzylinder wird der Metallfilm mit monochromatischen,
p-polarisierten Licht bestrahlt (siche Abbildung (2.4)).

Fiir Einfallswinkel grofser als der kritische Winkel tritt Totalreflexion auf, da der Betrag
des realen Anteils des Brechungsindex von Metall, in diesem Fall Gold, kleiner ist als
der des Glases. Das evaneszente Feld, das bei der Totalreflextion entsteht, dringt in den
Goldfilm ein.

Der Betrag der xz-Komponente des Wellenvektors des evaneszenten Feldes, der gleich
dem Betrag der parallelen Komponente des Wellenvektors k|| des einfallenden Lichts ist,

ist gegeben durch

w . w .
k= Z\/eg sinf; = ~na sin6; . (2.46)

Ist dieser Wellenvektor gleich dem Wellenvektor der SPPen k, an der Metall/Luft-
Grenzflache, so werden an der dem Halbzylinder gegeniiberliegenden Seite des Goldfilms
SPPen durch dieses evaneszente Feld erzeugt. Dafiir muss die Dicke des Goldfilms klei-
ner als die Eindringtiefe des evaneszenten Feldes sein.

Durch die Verwendung des Glashalbzylinders werden die Wellenvektoren des Lichts ge-
méf Ausdruck proportional zum Brechungsindex vergréfert. Dies bedingt die
kleinere Steigung der Lichtdispersionsrelation in Glas in Abbildung (2.3)). Es existiert
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2 Theoretische Grundlagen

ein Schnittpunkt der Dispersionsrelationen der SPPen in der Gold/Luft-Grenzfliche
und des Lichts in Glas. Bei Lichtfrequenzen bis zu diesem Schnittpunkt sind die Wel-
lenvektoren der SPPen kleiner als die des Lichts. Durch Einstellen des Einfallswinkels
des Lichts kann die Komponente des Lichtwellenvektors parallel zur Grenzfliche auf
den Betrag des Wellenvektors der SPPen eingestellt und somit SPPen resonant erzeugt
werden.

Da k, geméf Gleichung vom Einfallswinkel 6; abhéngt, tritt Resonanz bei einem
bestimmten Einfallswinkel, dem sogenannten Resonanzwinkel 6, auf. Dieser berechnet
sich aus den Gleichungen ([2.40|) und ([2.46|) zu

1
Or = arcsiny/ — - _EDEM (2.47)
€G €D tEeEm

Im Falle der Resonanz wird die Energie des Lichts in Oberflichenplasmonenenergie

umgewandelt. Dadurch wird die Intensitédt des reflektierten Lichts stark abgeschwéicht.
Daher wird in diesem Fall von abgeschwiichter Totalreflexion® gesprochen. Der Halbzy-
linder aus Glas wird auch ATR-Koppler genannt.

Es sei erwahnt, dass die Dispersionsrelation fiir den bei der Kretschmann-Raether-
Konfiguration vorliegenden Fall eines Systems, bei dem die Metallschicht eine endliche
Dicke besitzt, nur noch eine Ndherung darstellt. Die SPPen, die evaneszent in die Gold-
schicht und in den daran angrenzenden ATR-Koppler strahlen, transformieren sich in
dem ATR-Koppler zu ebenen Wellen mit einer reellen z-Komponente des Wellenvektors
gemdfs Gleichung mit k, < %,/eq, also zu Licht, das abgestrahlt wird. Dieses
Licht besitzt Energie, die den SPPen entzogen wird. Dadurch werden diese geddmpft.
Diese Dampfung wird Strahlungsdédmpfung genannt und ist von der Dicke d des Metall-
films abhéngig. Fiir d — oo ist die Strahlungsddmpfung Null und Gleichung ist
giiltig. [Rae88|

Die Tatsache, dass evaneszente Felder keine Energie transportieren, in diesem Fall je-
doch Energie durch die Goldflache transferriert wird, ist klassisch nicht zu erkldren und
wird analog zur Quantenmechanik ,optischer Tunneleffekt* genannt. [BR05|

Die Strahlungdédmpfung bewirkt eine Abweichung des Resonanzwinkels [Kre71] [Rae88].
Da diese Abweichung jedoch sehr gering ist, ist auch fiir die Kretschmann-Raether-
Konfiguration eine gute Niaherung [Zac02]. Daher wird fiir weitere Berechnungen
verwendet.

Das Licht, das durch den optischen Tunneleffekt im ATR-Koppler entsteht, tragt zur
Intensitét des reflektierten Lichts bei. Somit wird die Intensitéat des reflektierten Lichts

am Resonanzwinkel abhéngig von der Metallschichtdicke erhoht. Ist der Metallfilm zu

Sengl. Attenuated Total Reflection = ATR
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2.2 Oberflichenplasmonpolaritonen

dick, sinkt der Effekt der resonanten Erzeugung von SPPen.

In [Kre71] und [Rae88| wird gezeigt, dass die optimale Dicke der Goldschicht, bei der die
Intensitédt des reflektierten Lichts am Resonanzwinkel Null ist, berechnet werden kann.
Die optimale Dicke ist die, bei der die innere Ddmpfung gleich der Strahlungsddmpfung
ist. Aus dieser Bedingung ergibt sich der Ausdruck

Wl =1 2 2-eq-/leh | (eg—1)—¢
d:‘Lll i o lel (e —1) ~< AL (248)

dnfeh ]\ (e + 1) eE+ o] (a1 —eq

Fiir eine Goldschicht mit ey = —11.524+1.292i [MHST 77| und ep = 1,515092 ergibt
sich somit fiir eine Wellenlange von A = 632.8 nm eine optimale Dicke von d = 48,2

nim.

Die Otto-Konfiguration Eine weitere Methode, SPPen durch Licht anzuregen, geht
auf Andreas Otto zuriick. Diese Methode stellte er 1968 in seiner Arbeit [Ott68] vor. Ahn-
lich wie bei der Kretschmann-Raether-Methode wird ein Glasprisma als ATR-Koppler
verwendet. Die Metallschicht wird jedoch nicht direkt auf das Glasprisma aufgebracht.
Zwischen dem Metallfilm und dem Glasprisma bleibt eine diinne Luftschicht (vgl. Ab-
bildung ) Dies hat zur Folge, dass SPPen auf der dem Prisma zugewandten Seite
angeregt werden. Aufgrund der geringen Eindringtiefe des evaneszenten Feldes muss die

Luftschicht sehr diinn (< 1 pm) sein.

Abbildung 2.5: Prinzip der Otto-Konfiguration

Die Vorteile der Otto-Konfiguration liegen in der Unabhéngigkeit der Metallschicht-
dicke und der schéferen Intensitdtsminima des reflektierten Lichts.

Da die technische Realisierung eines so diinnen Luftspaltes jedoch komplizierter ist als
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2 Theoretische Grundlagen

die Herstellung eines diinnen Metallfilms, ist die Kretschmann-Raether-Konfiguration
die haufiger verwendete Methode. [Zac02|

Erzeugung von SPPen durch Gitterkopplung

Eine weitere Moglichkeit, SPPen zu erzeugen, ist die Brechung von Licht an einem
metallenen Beugungsgitter. Trifft Licht mit einem Wellenvektor k auf ein metallenes
Beugungsgitter (oder eine Oberfliche mit periodischem Oberflichenprofil) mit einer Git-
terkonstante A und reziproken Gittervektor G = Qf -n (n =Richtungseinheitsvektor),
so wird dieses Licht gebrochen. Die Wellenvektoren k., der gebeugten Lichtstrahlen

berechnen sich nach

kn=k+m-G, meN. (2.49)

Da die reziproken Gittervektoren in der Gitterebene liegen, werden nur die Kompo-
nenten des Wellenvektors des einfallenden Lichts, die parallel zur Gitterebene liegen,
durch die Beugung geméf Gleichung verdndert. Die zur Gitterebene orthogonale
Komponente bleibt unverandert.

Das gebeugte Licht mit den Wellenvektoren aus Gleichung ist in der Lage, SPPen
anzuregen. Der fehlendne Betrag der Wellenvektoren des einfallenden Lichts zur Erzeu-
gung der SPPen wird dann aufgrund der Beugung am Gitter aufgebracht.[HomO06]
Andererseits kann der umgekehrte Effekt eintreten. SPPen, die auf der Oberfliache eines
Metalls propagieren, konnen an einer Gitterstruktur zu strahlenden Licht ausgekoppelt
werden. Diese Gitterstruktur muss dafiir nicht zwangslédufig metallischen Charakter be-
sitzen [Mai07].

2.2.3 Dampfung und Eindringtiefen der

Oberflachenplasmonenen

Die Dielektrizitatskonstante eines Dielektrikums sowie die Kreisfrequenz w sind reelle
Groken. Metalle jedoch haben komplexwertige Dielektrizitatkoeffizienten ey = €, +
ie’y; mit €%, < |¢)|, die wellenldngenabhéngig sind. Daraus resultiert nach Gleichung
ein komplexwertiges k, = k., + ik, mit Realteil

w el €p
kK =Rk, = —4/ Mz 2.50
T x c 6/]\4 ED ( )
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2.2 Oberflichenplasmonpolaritonen

und Imaginarteil

/ 2 1

B = Ok, =2 (%ﬁ;) ’ 22‘%4 . (2.51)
Ein reeles &/, ergibt sich nach Gleichung (2.50), wenn €}, < 0 ist und [¢},| > ep ist.

Dann ist der Term unter der Wurzel positiv und das Ergebnis reell. Diese Bedingungen

werden von Metallen wie z. B. Gold oder Silber erfiillt [Rae88].

Der Imaginirteil £ ist ein Maf fiir die innere Dampfung der SPPen in Richtung ihrer

Bewegung entlang der Grenzfliche. Die Intensitdt der SPPen nimmt mit zunehmender

-2k x b

Die Lange L, nach der die Intensitiat der SPPen auf % abgefallen ist, berechnet sich

Entfernung von ihrer Erregungsstelle exponentiell proportional zu e

gemaéls

1

~ 93k,

(2.52)

Fiir eine Gold/Luft-Grenzfliche mit ep = 1 und ep; = —11.524 + 1.292; [MHS™77]
ergibt sich bei einer Anregungswellenlénge von A = 632, 8 nm eine Distanz von L = 8.6
pam.

Wie schon erwéhnt ist die z-Komponente des Wellenvektors imagindr, wodurch die
Amplitude der SPPen analog zu einer evaneszenten Welle exponentiell abféllt. Die Ein-
dringtiefen z; in die beiden Medien (Metall und Dielektrikum), bei der die Amplitude

auf % abfillt, berechnet sich geméaf

1
;= — 2.53
S (259
wobei i fiir D bzw. M steht. k% berechnet sich nach Gleichung (2.39).
Daraus ergibt sich fiir die Eindringtiefe in das Dielektrikum
R
= —y|— 2.54
=D 27 s% ( )
und fiir die Eindringtiefe in das Metall
A J|eh +e
o= |M,72D‘ . (2.55)

2T €

Bei einer Anregungswellenldnge von A = 632, 8 nm und einer Gold/Luft-Grenzfliche
mit ep = 1 und epy = —11.524 + 1.292¢ [MHS™77] ergibt sich fiir die Eindringtiefe in

Gold eine Distanz von zp; = 27,0 nm und fiir die Eindringtiefe in Luft eine Distanz
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2 Theoretische Grundlagen

von zp = 312,55 nm. [Rae8§|

2.2.4 Reflexionsgrad einer Schichtfolge

Die Intensitét des an einer Schichtfolge reflektierten Lichts in Abhéngigkeit des Ein-
fallwinkels des Lichts kann durch die Anwendung des Fresnel-Formalismus berechnet
werden [Zac02].

Werden bei einem Schichtsystem wie z. B. der Kretschmann-Raether-Konfiguration die
korrekten, komplexen Werte fiir die Brechungsindizes von Metallschichten eingesetzt,
so wird der Riickgang der Intensitit wihrend der Oberflichenplasmonenenresonanz
mathematisch beschrieben. Eine Methode, diesen Zusammenhang mathematisch zu be-
schreiben, ist die 2 x 2-Matrix-Methode, die auch Jones-Methode genannt wird. Mit
dieser Methode lasst sich der Reflexionsgrad an einer Folge von im Allgemeinen belie-
big vielen Schichten mit verschiedenen Dielektrizitatsfunktionen fiir s-polarisiertes oder
p-polarisiertes Licht berechnen.

Die z-Komponente des elektrischen Anteils des auf die Schichtfolge einfallenden Lichts
kann durch den Ausdruck

—ik

k.

Ei(z)=Fe " 4+ B e"** = Fi(2) + By(2) (2.56)

beschrieben werden. Dabei steht F} fiir die Amplitude des in positive z-Richtung pro-
pagierenden, einfallenden Lichts und By fiir die Amplitude des in negative z-Richtung
propagierenden Anteils des reflektierten Lichts. Analoge Ausdriicke konnen fiir die an-
deren Schichten der Schichtfolge aufgestellt werden.
Die Intensitét des Lichts ist gleich dem Quadrat seiner Amplitude, also F? bzw. B2. Der
Reflektionsgrad R ist definiert als Quotient aus der Intensitdt des reflektierten Lichts
und der Intensitdt des einfallenden Lichts, R = %z.
Die Wirkung einer Grenzfliche auf das eintreffende Licht wird im Jones-Formalismus

durch eine 2 x 2-Matrix:

1 [y 1
Dij=— " (2.57)
tij 1 Tij

beschrieben. Dabei sind

. Ejki - Eiki

= : d (2.58)
Ejk?z + Eiki

Tij

die Fresnel-Reflexionskoeflizienten
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2.2 Oberflichenplasmonpolaritonen

und

22’5]‘]{3;

_— (2.59)
gkl + eikl

tij =

die Fresnel-Transmissionskoeffizienten fiir p-polarisiertes Licht. Die Indizes ¢ und j
nummerieren die Schichten des Systems. Fiir s-polarisiertes Licht funktioniert der For-
malismus analog mit dem Unterschied, dass die Fresnel-Koeffizienten eine andere Form
annehmen.

Einer Schicht ¢ der Dicke d aus der Schichtfolge wird im Jones-Formalismus durch die
2 x 2-Matrix
—ikld
p-|¢ = Y (2.60)
0 . tkid

ihr Effekt auf das Licht zugeordnet. Es handelt sich dabei um die Verdnderung der
Phase durch die Schicht.

Der Zusammenhang zwischen den Amplituden B, F' in der ersten und letzten Schicht

ergibt sich dann zu

F F My, M Ja
' =D12-P-Do3-P3...Py_1-Dn_1,N- N _ 11 12 ) N .
b By M1 Mao By

(2.61)
Da sich das Licht in der letzten Schicht nur in eine Richtung bewegt, da es dort nicht

mehr reflektiert wird, ist By Null. Der Reflexionsgrad des Gesamtsystems berechnet

R (B) _ |Ma

F My,

Fiir das Dreischichtsystem der Kretschmann-Raether-Konfiguration ergeben sich fiir
die Glas/Metall-Grenzschicht und die Metall /Dielektrikum-Grenzschicht die dazugehori-

gen Matritzen Do und Da3. Die Metallschicht selber wird durch die Matrix P> beschrie-

ben. Nach einigen Vereinfachungen ergibt sich fiir den Reflexionsgrad der Kretschmann-

sich demnach zu

2
(2.62)

Raether-Konfiguration

12 + o3 - €21k2zd
. 2iko.d

R(§) = (2.63)

14719793
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Die Abhéngigkeit des Reflexionsgrads von 6 ergibt sich aus der -Abhéngigkeit der
z-Komponente der Wellenvektoren des Lichts ki, die in den Fresnel-Koeffizienten stehen.
Die k! berechnen sich nach Gleichung .

Die Nullstelle des Nenners aus Gleichung enthéalt implizit die exakte Dispersions-
relation des Schichtsystems der Kretschmann-Raether-Konfiguration. Sie unterscheidet
sich um einen additiven Term von Gleichung . Fiir den Grenzfall d — oo reduziert

sich die implizit enthaltene Dispersionrelation zu (2.40) [Kre71] [RaeSS].

I ] ] PRI s —— Glas/Gold/Luft
P iy e — Glas/Gold/Wasser

Glas/3ilberLuft
Glas/Silber/Wasser

’(

Lo 1
46 43 50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86 88 90

\
|
T

Abbildung 2.6: Nach Gleichung berechnete Reflexionsgrade an dem Drei-
schichtsystem

Abbildung zeigt die Abhéngigkeiten der Reflexionsgrade von dem Einfallswin-
kel @ fiir die Lichtwellenldnge A = 632.8 nm in der Kretschmann-Raether-Konfiguration,
berechnet nach Gleichung . Sowohl eine Silber- als auch eine Goldschicht mit
Luft bzw. Wasser als dritte Schicht, die durch ein Glasprisma bestrahlt wird, liegt
den Berechnungen zugrunde. Dabei wurde fiir Glas e¢ = 1.51509% [Sch07], fiir Gold
ey = —11,524 441,292 [MHST 77|, fiir Silber e3; = —17, 236 + 40, 498 [EN95], fiir Luft
ep = 1 und fiir Wasser ep = 1.3332 angenommen. Die optimalen Schichtdicken der
Metallfilme ergeben sich nach Gleichung zu d = 48,2 nm fiir Gold und d = 54,9
nm fiir Silber.

Der auf die Oberflachenplasmonenresonanz zuriickzufiihrende Riickgang der Intensité-
ten des reflektierten Lichts ist jeweils klar zu erkennen. Desweiteren ist aus Abbildung

(2.6)) ersichtlich, dass mit steigender Dielektrizitatskonstante des Mediums, das an den
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2.2 Oberflichenplasmonpolaritonen

Metallfilm angrenzt, die Intensitdtsminima breiter werden und die Resonanz bei grofse-
ren Winkeln auftreten.

Da Silber ein besserer elektrischer Leiter ist als Gold, ist sein Realteil der Dielektrizi-
tatskonstante vom Betrage her grofser und der Imaginérteil, der die innere Dadmpfung
beschreibt, kleiner. Dies duféert sich in den schmaleren Resonanz-Dips und der allgemein

grofieren Reflektivitat, die einen scharferen Kontrast des Minimums bewirkt.

2.2.5 Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie

Aufbauend auf dem Fresnel-Formalismus und der daraus resultierenden Formel fiir den
Reflexionsgrad der Kretschmann-Raether-Konfiguration (2.63|) kann die Abhangigkeit
des Resonanzwinkels 0r von der Dielektrizitdtskonstanten bzw. vom Brechungsindex

des Mediums auf der Goldschicht theoretisch bestimmt werden.

135

o

73.29 v

e

7308 7

7287 e

7266 v

72.45 e

7224 4

P

7203 <

o

71.82 <

Resonanzwinkel [Grad]

7161

?11{1326 1327 1329 133 1332 1333 1334 1336 1337 1339 134

Brechungsindex [RIU]

Abbildung 2.7: Abhdngigkeit des Resonanzwinkels wvom Brechungsindex. Die
Berechnung  bezieht sich  auf des  Kretschmann-Raether-

Konfiguration mit eq = 1,51509%, ey = —11,524 + 1,292
[MHST 77, ep = 1.333%, A = 632,8 nm und einer Goldschichtdi-
cke d =48 nm
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Abbildung zeigt die Abhéngigkeit Or (n). Sie wurde mit Hilfe eines selbst er-
stellten, auf dem Fresnel-Formalismus basierenden Computerprogramms nummerisch
ermittelt, da aufgrund der Komplexitit des mathematischen Rahmens eine analytische
Lésung zu umfangreich ist.

In Abbildung ist zu sehen, dass € linear proportional zu n ist. Die Steigung der
Geraden betragt 146,83 %rla{?. Diese Abhéngigkeit der Resonanzbedingungen von der
dielektrischen Konstante bzw. vom Brechungindex des Mediums auf der Goldschicht

bildet die Grundlage der Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie.

Es existieren verschiedene Methoden, diese Abhéngigkeit auszunutzen:

e Mit der Anderung der dielektrischen Konstante des Mediums auf der Goldschicht
andert sich der Betrag des Wellenvektors des Lichts, welches SPPen resonant erzeu-
gen kann. Diese Anderung kann erreicht werden, in dem die Wellenlinge des Lichts
gedndert wird. Dies ist die Grundlage der wellenldngenmodulierten Oberflachenplasmo-
nenresonanzspektroskopie.

e Durch die Wechselwirkung des einfallenden Lichts mit den SPPen &ndern sich Phase
und Polarisation des reflektierten Lichts. Diese Anderungen kénnen gemessen werden
und ermdglichen die phasen- bzw. polarisationsmodulierte Oberflichenplasmonenreso-
nanzspektroskopie.

e Eine weitere Methode stellt die Messung der Intensitat des reflektierten Lichts bei
fester Wellenldnge und Einfallswinkel dar. Diese dndert sich, da der Resonanzdip wan-
dert. (— Abbildung (2.6))

e Der Wellenvektor des Lichts, welches die Oberflichenplasmonenresonanz erzeugt,
kann auch durch Variation des Einfallswinkels moduliert werden. Darauf basiert die
winkelmodulierte Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie. Dabei wird die Intensi-
téat des an der Grenzschicht Metall/Glas reflektierten Lichts in Abhéngigkeit des Ein-
fallswinkels aufgenommen [HP06].

Um dies zu realisieren, gibt es verschiedene Methoden.

Zum einen die Methode, bei der ein Lichtstrahl, dessen Einfallswinkel zu variieren ist,
in der Kretschmann-Raether-Konfiguration auf den Metallfilm gerichtet wird. Die Inten-
sitdt des reflektierten Strahls wird mit einem Photodetektor gemessen. Wird der Ein-
fallswinkel des Lichts geéndert, &ndert sich auch der Reflexionswinkel um den gleichen
Betrag. Lichtquelle und Detektor miissen dementsprechend wéhrend des Scan-Vorgangs
gleichzeitig bewegt werden. Dieser Mechanismus lésst sich durch ein Goniometer realisie-
ren. Dabei handelt es sich um zwei aufeinander abgestimmte Drehtische. Kretschmann
und Raether benutzten diese Technik fiir ihre Arbeit [KR68].
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Abbildung 2.8: Schematischer Aufbau einer 0/20-Methode, Quelle: [Sch|

Eine weitere Methode besteht darin, den Einfallswinkel des Lichts durch Rotation
des Prismas zu verdndern. Abbildung zeigt schematisch einen solchen Aufbau.
Wird der Drehtisch, auf dem sich das Prisma befindet, um einen Winkel 6 gedreht,
muss der Drehtisch mit dem Photodetekor um den Winkel 20 gedreht werden, da sich
sowohl Finfallswinkel als auch der Reflexionswinkel &ndern. Daher wird diese Methode
6 /20-Methode genannt.

Sample medium
Gold film

Glass

p-polarized
light Reflecte
light

Abbildung 2.9: Prinzip der Methode, die auf die Fokussierung eines kollimierten
Laserstrahls basiert, Quelle: [San]

Bei einer dritten Methode werden weder Prisma noch Detektor noch Lichtquelle
bewegt. Ein Laser-Strahl wird mit einem Linsensystem kollimiert und dann mittels kon-
vexer Linse auf einen Punkt auf der Metallschicht fokussiert. Dadurch treffen instantan
Lichtstrahlen mit verschiedenen Einfallswinkeln auf die Goldschicht. Das Winkelspek-
trum ist durch den Offnungswinkel des Lichtkegels begrenzt, der durch die Fokussierung

entsteht. Liegt der Resonanzwinkel in diesem Winkelbereich, so ist in dem reflektierten
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Lichtkegel unter dem Resonanzwinkel eine dunkle Linie zu beobachten, der sogenannte
Resonanz-Dip (siche Abbildung (2.9)).

Geméf der Dispersionsrelation fiir SPPen (Gleichung (2.40)) ist der Wellenvektor der
SPPen abhéingig von der Dielektrizitdtskonstanten des an den Metallfilm angrenzenden
Mediums. Andert sich dieses Medium, so éndert sich die Dielektrizitéitskonstante. Dies
wiederum bewirkt eine Anderung des Wellenvektors der SPPen und damit des Reso-
nanzwinkels. Der Resonanz-Dip dndert seine Position im Kegel des reflektierten Lichts.
Diese Wanderung des Dips kann mit Hilfe eines optischen Detektors aufgenommen wer-
den.

Im Allgemeinen lduft die Untersuchung einer biochemischen Reaktion so ab, dass ein Re-
aktionpartner auf der Goldoberflache immobilisiert wird. Der zweite Reaktionspartner,
der Analyt, wird dann, gel6st in einem Losungmittel, auf die funktionalisierte Goldober-
fliche aufgebracht (z. B. durch eine Flusszelle). Daraufthin diffundiert der Analyt durch
die Losung zur Goldoberfliche und reagiert dort mit den immobilisierten Molekiilen.
Diese Reaktion &dndert die Eigenschaften der Oberfliche und damit die Resonanzbe-
dingungen, was einen geénderten Resonanzwinkel zur Folge hat. Da die Eindringtiefe
der SPPen in das Medium in der Groéfsenordnung der Wellenlénge liegt, ist auch nur
die Anderung in dem Bereich des Mediums in unmittelbarer Nihe zur Goldschicht von

ausschlaggebender Bedeutung.

monochromatisches

p-polarisiertes Detektion/¢

mit Goldfilm
Sensor surface

»

-

Intensity

gebundenes FlieRkanal
Analyt

freies Analyt

(a) Schematischer  Aufbau  eines (b) Zeitliche Ent-
Oberflachenplasmonenresonanz- wicklung des
Sensors, der die Reaktion zwischen Resonanzwinkels
Antikérpern und Antigenen untersucht.

Abbildung 2.10: Aufbau und Sensorgramm eines Oberflichenplasmonenresonanz-

Sensors, Quelle: [Kle]

Als Beispiel sei die Bindung von Antigenen an Antikoérpern, die auf einer Goldober-
flache immobilisiert sind, genannt (siehe Abbildung ({2.10)).

Durch eine Flusszelle, die auf die Goldschicht aufgesetzt ist, wird eine Losung mit Anti-
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2.3 Adsorptionskinetik

genen (in der Abbildung mit Analyt beschrieben) iiber die Goldschicht geleitet, auf der
Antikérper immobilisiert sind. Durch die Anbindung der Antigene an die Antikérper &n-
dert sich der Resonanzwinkel. Der Resonanz-Dip wandert auf dem Photodetektor von 1
nach 2. Die Geschwindigkeit dieser Winkeldnderung ist ein Maf fiir die Dynamik dieser
Reaktion. Mittels Oberflichenplasmonenresonanzspektroskopie lassen sich dementspre-
chend Reaktionesdynamiken untersuchen.

Die Anderung der dielektrischen Konstante bzw. des Brechungsindex des Mediums

durch eine Reaktion lédsst sich geméf [HP06| berechnen nach

dn
Anb = (dc)vol Acb . (2.64)

Dabei handelt es sich bei An, um die Anderung des Brechungsindex, die durch die
Bindung des Analyten an die auf der Goldoberfliche immobilisierten Reaktionspartner

hervorgerufen wird. Der Ausdruck (%) ist die Anderung des Brechungsindex der

Analytlosung bezogen auf das Volumen \1/;1 Abhéngigkeit von der Konzentration ¢ der
Analytmolekiile in der Losung. Der Wert dieser Grofe ist abhéngig von der Struktur
der Molekiile und variert zwischen 0,1 bis 0,3 %1 [HP06]. Bei Acy, handelt es sich um
die Anderung der Konzentration der gebundenen Analytmolekiile mit der Dimension
Masse pro Volumen. Wenn die Reaktionen nur in der diinnen Schicht ablaufen, die aus

den immobilisierten Molekiilen besteht, so kann Ausdruck ([2.64]) als

dn AT
Any = | — —_— 2.65
e < de > Vol h ( )

geschrieben werden.
Hierbei ist I' die Oberflachenkonzentration der Analytmolekiile mit der Dimension Mas-
se pro Flache. Die Grofe h stellt die Dicke der Schicht dar. [HPO6]

2.3 Adsorptionskinetik

Die Bestimmung der Kinetik von Bindungen erlaubt Aussagen iiber die Wechselwir-
kung zwischen Molekiilen. Auf diese Weise konnen wichtige Informationen iiber die
Wechselwirkung gesammelt werden. SPR-Biosensoren ermdoglichen diese Art von Unter-
suchungen.

Im Folgenden soll das mathematische Modell, das dem Antwortverhalten eines SPR-
Biosensors auf chemische Reaktionen zu Grunde liegt, vorgestellt werden [SVP06].

Ein SPR-Biosensor misst effektiv die relative Massendnderung auf der Sensoroberfliche

(in diesem Fall die Goldoberflache), die durch die Anbindung von Analytmolekiilen an
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2 Theoretische Grundlagen

die auf der Goldoberfliche immobilisierten Rezeptormolekiile zu Stande kommt. Diese
relative Massenéinderung ist verantwortlich fiir die Anderung des Brechungsindex.

Das Messsignal ¢ ist direkt proportional zu der Anderung der Konzentration gebundener
Analytmolekiile auf der Sensoroberflache. Ist zwischen Rezeptor und Analyt nur eine
Art von Bindungsreaktion mdoglich und betragt das Bindungsverhéltnis von Rezeptor
und Analyt 1:1, so ist £ proportional zu der Konzentration von entstandenen Komplexen

(Reaktionsprodukte aus Analyt und Rezeptor). Es gilt

& =const- My -v, (2.66)

wobei M4 die Masse eines Analytmolekiils und v die Oberflichenkonzentration des
Komplexes ist. Fiir sehr hohe Analyt-Konzentrationen tritt der Fall ein, dass das Mess-
signal einen Maximalwert annimmt. In dieser Situation haben alle Rezeptoren auf der
Sensoroberfliche mit einem Analytmolekiil reagiert. Bei weiterer Erhohung der Analyt-

Konzentration wiirde das Messsignal nicht mehr ansteigen. Es gilt dann

& = const- My -3 (2.67)

wobei &g der Maximalwert des Messsignals und 3 die Oberflichenkonzentration der
Rezeptoren auf der Sensoroberfléche ist.
Es hat sich als zweckmaéfig erwiesen, das Messsignal normiert auf diesen Maximalwert

anzugeben:

£
& B
Die Bindungskinetik zweier Molekiile kann zunéchst mit Hilfe des Modells fiir Reak-

(2.68)
tionen zweiter Ordnung beschrieben werden. Dabei wird davon ausgegangen, dass auf
der Sensoroberflache

1. Analyt A an Rezeptor Z bindet und somit einen auf der Sensoroberfliche immo-

bilisierten Komplex bildet, die sogenannte Assoziationsreaktion, und

2. der Komplex wieder in A und Z zerfillt, die sogenannte Dissoziationsreaktion.

Diese beiden Reaktionen kann man zu einer Gesamtreaktion zusammenfassen:

A+7Z=AZ. (2.69)

Damit eine Reaktion zwischen einem Analyt- und einem Rezeptormolekiil stattfinden

kann, miissen sich die beiden Molekiile bis auf einen bestimmten Abstand anndhern, den
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2.3 Adsorptionskinetik

sogenannten kritischen Abstand. In diesem Abstand ist die Wahrscheinlichkeit fiir die
Bildung eines Komplexes innerhalb eines bestimmten Zeitintervalls sehr hoch. Unter
gleichen Bedingungen (z. B. Temperatur, Druck) ist diese Wahrscheinlichkeit fiir alle
Rezeptor-Analyt-Paare gleich hoch. Thre gegenseitige Orientierung, Translations- und
Rotationsgeschwindigkeit sollen dabei vernachléssigt werden.

Die Wahrscheinlichkeit, dass sich ein Analytmolekiil in dem kritischen Abstand zu einem
Rezeptormolekiil befindet, ist proportional zu der Analytkonzentration. Die Gesamtzahl
der Reaktionen pro Zeitintervall in einem bestimmten Gebiet auf der Sensoroberfliche
ist proportional zu der Anzahl der Rezeptormolekiile in diesem Gebiet, da jedes Re-
zeptormolekiil mit der gleichen Wahrscheinlichkeit einen Komplex bilden kann. Aus
diesem Zusammenhang folgt die Beziehung zwischen der Anzahl von in einem Zeitin-
tervall entstandenen Komplexen, der momentanen Konzentration freier Analyte o und

der Oberflichenkonzentration freier Rezeptoren 8 — ~:

dYa
dt

=ka-a-(B=7). (2.70)

Dabei ist v, die Oberflichenkonzentration der Komplexe bezogen auf die Assoziation.
Bei k, handelt es sich um die sogenannte Assoziationskonstante, die unabhéngig von
der Zeit und der Konzentration beider Reaktanden ist.

Fiir jeden Komplex existiert eine bestimmte Wahrscheinlichkeit fiir die Dissoziation in
seine Komponenten A und Z innerhalb eines bestimmten Zeitintervalls. In der Situation
sind A und Z weiter als der kritische Abstand entfernt. Unter gleichen Bedingungen ist
diese Wahrscheinlichkeit fiir alle Komplexe gleich. Die Dissoziation fithrt zur Abnahme

der Komplexoberflaichenkonzentration. Es gilt

%:kd.% (2.71)
wobei 4 die Oberflaichenkonzentration der Komplexe bezogen auf die Dissoziation
ist. Bei kg handelt es sich um die sogenannte Dissoziationskonstante, die ebenfalls un-
abhéngig von der Zeit und der Konzentration beider Reaktanden ist.
Aus Gleichung und Gleichung folgt durch Addition die Zeitabhingigkeit
fiir die Gesamtkomplexoberflachenkonzentration
dy _dya | dya

dt_dt—i_E:kaa(ﬁ_’y)—i_kd’y (272)

Die Losung von Gleichung ([2.72)) hangt stark von « ab. Im Falle einer Sensoroberfla-

che, iiber der sich in einem bestimmten Volumen V' ein Losungsmittel befindet, kann die

Zugabe einer hoch konzentrierten Analytlésung und anschlieffend sofortiger, perfekter
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Mischung als instantaner Sprung von « auf einen Startwert o angesehen werden. Im
Folgenden beginnt die Bindungsreaktion. Dabei bleibt die Summe der Analyte (frei und

gebunden) konstant:

a-V4+v-8=ay-V =const, (2.73)

wobei S die Sensoroberfliche ist. Fiir v gilt dann

d
CTZ =kq (ao - 57) “(B—=7) —kqvy . (2.74)

Die Losung von Gleichung ([2.74)) konvergiert fiir ¢ — oo. Die Reaktion befindet sich

dann in einem Gleichgewichtszustand, in dem dann gilt:

dy _

= 2.75
7o, (275)

woraus folgt:

ka &

kq (Oéo - 76(]%) (ﬁ - 'qu) ’

mit der Komplexoberflichenkonzentration im Gleichgewicht ~.,. Die Grofe K wird
Gleichgewichtskonstante genannt.
Abbildung zeigt ein theoretisches Sensorgramm einer Messung. Bei ¢ = 0 beginnt
die Analytzufuhr und die freie Analytkonzentration im Volumen springt instantan auf
ca. « = 1,5 M. Durch die einsetzende Bindungsreaktion fallt diese im zeitlichen Verlauf
ab (obere Abbildung), gleichzeitig steigt die Komplexoberflaichenkonzentration (mittle-
re Abbildung) und damit das normierte Messsignal (untere Abbildung). Fir t — oo
konvergieren alle drei Grofen gegen einen Grenzwert. Der Gleichgewichtszustand, der
durch die Gleichgewichtskonstante K charakterisiert wird, ist erreicht. In Abbildung
ist deweiteren noch zu erkennen, dass mit grofserer Assoziationskonstante k, die-
ses dynamische Gleichgewicht schneller erreicht wird.
[SVPO6]
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Abbildung 2.11: Sensorgramm gemdf§ Gleichung . Parameter: ag = 1,5uM,
B =10""Mcem, S = 1lem?, V = 1uL, K = 10'M ™}, fiir die
durchgezogene Linie betrigt k, = 4,5-10*M~1s~1, fiir die gestri-
chelte Linie ist k, = 1,5 - 10*M =571, Quelle: [SVPO6]

2.3.1 Kinetik pseudo-erster Ordnung

Sehr héufig ist die Anzahl Analytmolekiile in dem Volumen V' sehr viel grofer als die
Anzahl der Rezeptormolekiile auf der Goldoberfliche S. In dem Fall kann in Gleichung

1} der Term 7% vernachléssigt werden. Gleichung |i wird zu

d
d—’ty = kaoo (B —7) — kqy . (2.77)

Die Gleichgewichtskonstante K wird dann zu

kq Yeq
Bk T w0 (B (2:78)
Gleichung ist formal identisch mit einer Gleichung, die eine Reaktion erster
Ordnung beschreibt. Daher wird diese Kinetik Pseudo-erste-Ordnung-Kinetik® genannt.
Diese Kinetik ist typisch fiir Sensoren, bei denen die Analyte mit Hilfe einer Flufzelle

konrolliert werden.

6 engl. Pseudo-First-Order Kinetics
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Abbildung 2.12: Sensorgramm gemdfl Pseudo-erste-Ordnung Kinetik. Parameter:
ag = 1,5uM, 3 =10""Mcm, K = 10"M 1, fiir die durchgezoge-
ne Linie betrigt k, = 4,5 - 10*M~1s™L, fiir die gestrichelte Linie
ist ke = 1,5-10*M~1s71, Quelle: [SVPOO]

Abbildung zeigt ein theoretisches Sensorgramm einer Messung gemaifs Glei-
chung . Bei t = 0 beginnt die Analytzufuhr und die freie Analytkonzentration im
Volumen springt instantan auf ca. o = 1, 5uM . Aufgrund der grofen Anzahl Analytmo-
lekiile in dem Volumen bleibt diese im zeitlichen Verlauf konstant (obere Abbildung)
bis sie nach ca. 9 Minuten instantan auf Null abfillt. Dieses Abfallen kann durch einen
Spiilvorgang erreicht werden, bei dem die Flufzelle mit dem Losungsmittel ohne geldste
Analyte durchgespiilt wird.

Nach dem instantanen Anstieg beginnt die Bindungsreaktion und das Messsignal wéchst
wieder an. Im Vergleich zu Abbildung wird das dynamische Gleichgewicht jedoch
schneller erreicht. Auch hier ist die grofere Geschwindigekeit fiir das Erreichen des
Gleichgewichts bei groferer Assoziationskonstante k, erkennbar.

Die Gleichgewichtskonstante K einer Bindungsreaktion kann bestimmt werden aus der
Abhéngigkeit des normierten Messsignal im Gleichgewicht %" und der Analytkonzen-
tration g, die auch Bindungs-Isotherme heisst. Fiir die Pseudo-erste-Ordnung Kinetik
gilt:

§eq Koy

— = 2.79
&g 1+ Kag ( )

Abbildung zeigt auf der linken Seite Sensorgramme fiir verschiedene ag und
die daraus resultierende Bindungs-Isotherme auf der rechten Seite.
Ein grofier Vorteil der Gleichgewichts-Analyse ist, dass die Gleichgewichtsphase des
Sensorgramms anders als die anderen Phasen unabhéngig vom Massentransport (Ana-
lytfluss) ist. [SVPOG]
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Abbildung 2.13: linke Seite: Sensorgramme fiir verschiedene «g, rechte Seite:
Bindungs-Isotherme, Parameter: 3 = 1InMcm, K = 107TM !,
ko, =4.5-10"M s, Quelle: [SVPO6]

2.3.2 Weitere Kinetik-Modelle

Neben der Pseudo-Erste-Ordnung-Kinetik, die die 1:1 Reaktion zwischen einer bestimm-
ten Anzahl Rezeptoren und unbegrenzt vielen Analytmolekiilen beschreibt, existieren
weitere Kinetik-Modelle fiir andere Reaktionstypen.

Reaktionen nullter Ordnung sind z. B. Konformationsénderungen von gebildeten Kom-
plexen. Solche Reaktionen kénnen die Reaktionskinetik verlangsamen. Folgende Reak-

tionsgleichung liegt dieser Reaktion zugrunde:

ka kq
A+ R AR 2 AR (2.80)
ka1 kqo

Mit 7 und 79 als Oberflichenkonzentrationen der Komplexe in den verschiedenen

Konformationen gilt:

02
— =k, —k 2.81
ot 271 d272 ( )

und

0
= karao (B =71 — 72) — % : (2.82)

Lkt
ot
Da eine Konformationsdnderung die Masse eines Molekiils nicht &ndert, gilt fiir das

normierte Messsignal:

@:714-’}’2

N ) (2.83)
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Ein weiteres Modell ist notwendig, wenn parallel mehrere Reaktionen pseudo-erster-
Ordnung ablaufen. Eine solche Situation liegt vor, wenn z. B. mehrere Typen von Re-
zeptoren oder Analyten an der Reaktion beteiligt sind.

Der erste Fall (mehrere Rezeptortypen) kann durch folgende Reaktionsgleichungen be-

schrieben werden:

A+ R = AR (2.84)
ka1
kaZ
A+ Ry = ARy. (2.85)
ka2
Die Kinetik-Gleichungen lauten dann
om _ k
Sr = haoo (Br —m) —kam (2.86)
0
% ka2ag (B2 — v2) — ka2v2 (2.87)
mit den Konzentrationen
p1 = [Ri] =pgB (2.88)
B = [R]=(1-p)p (2.89)
n = [ARy] (2.90)
V2 = [AR)] (2.91)

Der Faktor p driickt den auf 1 normierten Anteil von 3; an § aus. Fiir das normierte

Messsignal ergibt sich dann:

@:’YlﬂLh
&s g

Sind zwei verschiedene Konformationen eines Analyten an der Reaktion beteiligt, so

(2.92)

gilt:

Al+R = AR (2.93)
ka1
ka

Ay+R = AR. (2.94)
kaso
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Mit den Konzentrationen

a1 = [A1] =pay (2.95)
ar = [Ao] = (1-p)ao (2.96)
n = [AiR] (2.97)
v2 = [A1R] . (2.98)

ergeben sich folgende Kinetik-Gleichungen:

0
% = kaoai (B—71—72) —kam (2.99)
0
% ka2a (B — 1 — 72) — kaz22 - (2.100)

das normierte Messsignal wird zu

2‘;‘1 =1 ;72 . (2.101)

Diese Gleichungen gelten ebenfalls, wenn es sich statt um zwei verschiedene Kon-
formationen um zwei komplett verschiedene Analyt-Molekiilsorten handelt. In diesem
Falle muss jedoch noch der Unterschied in der Molekiilmasse im Sensorantwortverhalten

berticksichtigt werden.
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Abbildung 2.14: Reaktionskinetik zweier parallel ablaufender Reaktionen, Parame-
ter: ag = 1,5uM, 3 = InM cm, p = 0,8 , kg = 10*°M~1s71,
kap = 0,00157Y, kgo = 8- 10°M~1s71, kgo = 0,04571, Quelle:
[SVP06/

Abbildung zeigt ein Sensorgramm sowie die dazugehorigen Entwicklungen der
Konzentrationen fiir eine Reaktion, bei der zwei verschiedene Rezeptormolekiilarten mit
einer Analyt-Sorte im Sinne einer Reaktion pseudo-erster-Ordnung reagieren.

Eine weitere Bindungsreaktionsart ist die multivalente Rezeptor-Bindungsreaktion. Die-
se liegt vor, wenn ein Rezeptormolekiil mehr als nur ein Analytmolekiil binden kann. Die-
se Bindungsart kommt sehr héufig vor. Ein Beispiel ist die Antikorper-Antigen-Reaktion.

Solche Reaktionen kénnen durch folgende Reaktionsgleichung beschrieben werden:

kal
A+R = AR (2.102)

ka1
AR+ A 2 ARaA. (2.103)

ka2

Mit

M = [AR] (2.104)
vo = [ARA] (2.105)
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gelten fiir die Kinetikgleichungen:

0

% = ka20071 — kg272 (2.106)
0 0

% kaio (B —v1 —72) — ki1 — % . (2.107)

Fiir das normierte Messsignal gilt dann:

e 2
Seg _ M+272 (2.108)

&s B
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Abbildung 2.15: Reaktionskinetik einer bivalenten Rezeptor-Reaktion, Parameter:
ag = 1,5uM, 3 = InM cm, kq; = 6-10*M 1571, kyy = 0.003s71,
koo = 10 M ~1s71 kgp = 0,012571, Quelle: [SVP0G]

Abbildung zeigt ein Sensorgramm sowie die dazugehorigen Entwicklungen der
Konzentrationen fiir eine bivalente Rezeptor-Reaktion.
Das Messsignal ist auf den Zustand normiert, in dem alle Rezeptormolekiile eine 1:1
Bindung mit einem Analyt-Molekiil gebildet haben. Die zusétzlichen Bindungen der
Analyt-Molekiile an die bereits von einem Analytmolekiil besetzten Rezeptormolekiile
lassen das normierte Messsignal iiber eins hinauswachsen, sodass das normierte Messsi-
gnal in der unteren Grafik von Abbildung gegen ca. 1,5 konvergiert.

Als letzte Bindungsart soll die multivalente Analyt-Reaktion genannt werden. Bei dieser
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Bindung bindet ein Analyt-Molekiil, das mehrere Bindungsstellen besitzt, an mehreren
Rezeptor-Molekiilen. Diese Bindungsreaktion héngt stark von der Verteilung der Rezep-
tormolekiile auf der Oberflaiche ab. Damit ein Analyt-Molekiil an zwei Rezeptormole-
kiile binden kann muss der Abstand der beiden Rezeptor-Molekiile kleiner oder gleich
dem Abstand der beiden Bindungsstellen des Analyt-Molekiils sein. Bei einer kleinen
Oberflachenkonzentration der Rezeptor-Molekiile und den damit im Mittel grofen Ab-
stdnden von zwei Rezeptor-Molekiilen ist die Wahrscheinlichkeit fiir eine Bindung eines
Analyt-Molekiils an zwei Rezeptor-Molekiile klein. Mit steigender Oberflichenkonzen-
tration nimmt diese Wahrscheinlichkeit zu. Die das Volumen iiber Oberflache kann in
kugelférmige Bereiche eingeteilt werden, deren Radien der Abstand der Bindungsstellen
eines Analyt-Molekiils sind. Mit der Poisson-Statistik kann der Anteil p der Rezeptoren
R¢ ermittelt werden, die paarweise in einem solchen Kugelgebiet liegen und damit von
einem Analyt-Molekiil besetzt werden konnen. Die restlichen Rezeptor-Molekiile Rg,
deren Anteil folglich (1 — p) betrégt, liegen einzeln in solchen Kugelgebieten. Analyt-
Molekiile, die an ein solches Rezeptor-Molekiil binden, kénnen demzufolge nur an einem
Rezeptor-Molekiil binden.

Insgesamt geschehen drei Reaktionen:

A+ Rs = ARg (2.109)
A+Rc = ARc (2.110)

ka
ARc + Re ? ARcRc . (2.111)
d
Hierbei werden die gleichen Bindungsraten fiir die beiden Analyt-Bindestellen ange-

nommen.

Mit

B = [Rs]=(1-p)B (2.112)
B2 = [Ro|l=pp (2.113)
v = [ARg] (2.114)
v2 = [ARc] (2.115)
v = [ARcRc] (2.116)
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ergeben sich

0

% = 2kqao (f1 — ) — kam (2.117)
02 V3

92 _ 9, g — 293 — kegyp — 2B 2.11
5t koo (B2 — v2 — 2v3) — kayo 5t (2.118)
073 Bo—7vy2—2v3 1

9B _ — ks . 2.119
5t Y2 5 VN 473 ( )

Der Faktor 2 in den Gleichungen (2.117) und (2.118) représentiert die doppelte Wahr-
scheinlichkeit aufgrund der vorhandenen zwei Bindungsstellen an einem Analytmolekiil.
Der in Gleichung (2.119) auftretende Faktor W stellt die Wahrscheinlichkeit fiir
die Anwesenheit eines freien Rezeptor-Molekiils in dem Kugelgebiet, in dem sich der
Komplex AR¢ befindet, dar. Der Term m, wobei Vs, das Volumen eines Kugelge-
biets ist und N4 die Avogadro-Konstante ist, stellt die Konzentration der freien Analyte-
Molekiile dar, sodass sich nur ein Analyt-Molekiil in einem Kugelvolumen befindet.
Fiir das normierte Messergebnis ergibt sich

2
beg _ MM F2% (2.120)

&s B

Anhand der Kinetik-Gleichungen fiir die verschiedenen Reaktionstypen lassen sich
geeignete Fit-Routinen erstellen, mit denen die Messresultate analysiert werden kénnen.
Aus diesen Datenfits kénnen dann die gewilinschten Parameter bestimmt werden.
[SVPO6]

2.3.3 Thermodynamische Betrachtung der Reaktionsraten

Die Gibbs freie Standardenthalpie AG®° ist direkt abhéngig von der Gleichgewichtsasso-

ziationskonstante K, = ’]z—; gemaf

AG°® = —RT'In (K,C") . (2.121)
Dabei sind T' die absolute Temperatur in Kelvin, R die allgemeine Gaskonstante und
C° eine Standardkonzentration, die als 1 mTOl angenommen werden soll.

Die Temperaturabhéngigkeit von AG® beschreibt die Gibbs-Helmholtz-Relation

AG® = AH® — TAS® (2.122)

wobei AH® die Reaktionsenthalpie und AS° die Entropiedinderung darstellen. Sind

AH° und AS° unabhéngig von T, so ergibt der Graph von In (KaCO) gegen % aufge-
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2 Theoretische Grundlagen

tragen eine Gerade, deren Steigung gleich —% und deren Ordinatenabschnitt gleich
ASo
& 1st.

Andert die Bindungsreaktion die spezifische Wirmekapazitit Cp, so gilt Gleichung
(2.122) in der Form nicht mehr, da dann AH° und AS° nicht mehr temperaturun-
abhéngig sind. Dann gilt:

T
AG° (T) = AHS, — TASS,C, (T — Tp) + AC, T In (T) (2.123)
0

mit der Referenztemperatur Ty, die fiir gewohnlich Ty = 25°C' (298, 15K) gesetzt wird.
Um verléssliche Werte fiir AH7, , AS7 und AC), zu bekommen, miissen Messungen iiber
einen grofen Temperaturbereich durchgefiihrt werden.
Die Temperaturabhéngigkeit der Reaktionsraten k, g4 ist iiber die Arrhenius-Gleichung
mit der Aktivierungsenergie E%* die ein Maf fiir die Wirmeenergie ist, die fiir eine

Assoziations- bzw. Dissoziationsreaktion benotigt wird, verkniipft:

Eakt
RT
Die GréRe P ist der Priiexponential-Faktor. Da E%%* und E3* als Aktivierungsent-

halpien angesehen werden konnen, gilt

Ink=InP -

(2.124)

AH°® = Eokt _ pakt | (2.125)

Werden die Bindungsraten, die mit einem SPR-Sensor ermittelt werden, mit Reakti-
onsraten von Bindungsreaktionen, die in freier Losung stattfinden, verglichen, so stim-
men die Ergebnisse nur unter bestimmten Bedingungen tiberein.

Die Assoziationskonstante fiir eine Reaktion, deren Reaktanden sich beide in freier Lo-

sung befinden, ist gemal der Debye-Smoluchowski-Theorie gegeben durch

(Da+ Dg)Na
1000

Dabei ist ¢ ein Faktor, der die rdumliche Lage der Molekiile zueinander berticksich-

kq = dmper (2.126)

tigt, € ist ein Faktor, der elektrostatische Wechselwirkungen beriicksichtigt, r ist der
Wechselwirkungsradius und D4 und Dpg sind die Diffusionskoeffizienten von Analyt-
und Rezeptor-Molekiil. Der Diffusionskoeffizient beschreibt die Fahigkeit eines Molekiils,

seine Position aufgrund der chaotischen Translationsbewegung gerichtet zu verandern.
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2.3 Adsorptionskinetik

Fiir runde Korper in einer Fliissigkeit, mit denen Molekiile idealisiert werden, geht

der Diffusionskoeffizient aus dem Stokes’schen Gesetz hervor:

 kpT
"~ 6man

(2.127)

mit der absoluten Temperatur 7', der Viskositdt  und dem Kugelradius a. Demzu-
folge sinkt der Diffusionskoeffizient mit steigender Teilchengrofe.
Ist, wie bei einem SPR-Sensor, ein Molekil auf einer Oberfliche immobilisiert, so ist
dessen Diffusionskonstante nahezu Null und féllt aus dem in Klammern stehenden Term
in Gleichung raus, sodass nur noch die Diffusion der Analyt-Molekiile eine Rolle
spielt. Das Analogon dazu ist die Situation, bei der das Rezeptor-Molekiil viel grofier ist
als das Analyt-Molekiil. Auch dann kann die Diffusionskonstante des Rezeptor-Molekiils
vernachléssigt werden. SPR-Analysen solcher Reaktionen stimmen dann sehr gut mit
Analysen {iberein, bei denen sich beide Molekiile in freier Losung befinden. Fiir Reaktio-
nen, deren Reaktanden in der gleichen Grofenordnung liegen, sind die Ergebnisse von
SPR-Analysen nicht in guter Ubereinstimmung mit anderen Analysemethoden, da in
diesem Falle die Diffusion der Rezeptor-Molekiile eine nicht mehr zu vernachléssigende
Rolle spielt.
Demzufolge sind SPR-Analysen besser geeignet fiir vergleichende Studien, die Affinitéa-
ten oder andere Reaktionscharakteristiken untersuchen.
Neue, theoretische Modelle, die es ermdglichen, von SPR-Analysen auf freie Reaktionen
zu schliefen, sind Gegenstand aktueller Foschung [SVP06].

2.3.4 Einfluss von Massentransport-Effekten

Der in den obigen Kapiteln angenommene, instantane Sprung der Analyt-Konzentration
auf einen Gleichgewichtswert bei Injektion der Analyt-Molekiile ist nur eine Idealisie-
rung. Die fiir die Reaktion relevante Analyt-Konzentration an der Oberfléche stellt sich
langsamer ein, da die Molekiile erst aus dem Flusszellenvolumen zur Oberfliche gelan-
gen miissen. Der Fluss der Analyt-Losung bewirkt eine Verzdgerung der Bildung der
Gleichgewichtsoberflichenkonzentration des Analyten. Mit zunehmender Flussgeschwin-
digkeit verlangsamt sich die Entwicklung der Gleichgewichtsanalytkonzentration. Durch
die verzdgerte Analyt-Konzentration verlangsamt sich die Assoziationsreaktion.

Desweiteren verlangsamt sich durch die Verzogerung der Gleichgewichtskonzentration
die Dissoziationsreaktion, da die Oberflichenanalytkonzentration Null ebenfalls langsa-

mer erreicht wird.
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Abbildung 2.16: Finfluss der Geschwindigkeit zur Finstellung eines Gleichge-

wichts der QOberflichenanalytkonzentration auf eine pseudo-

erste-Ordnung-Reaktion, Parameter: oy = 1,buM, [ =
10°Mem, Links: ko, = 0,03M~'s™t, kg = 0,003s7%, Analyt-
Diffusionsfliisse: gestrichelte Kurve: hlkM =3-107%s7tem™t
ayer
gestrichelt-gepunktete Kurve: }le# =3-10"%s"tem ™!, durchgezo-
ayer
gene Kurve: hkM =10"%s"tem™t, gepunktete Kurve: idealisiert

layer

instantane Entwicklung, Rechts: keine Bindungsreaktion, Quelle:
[SVPO6|

Abbildung (2.16) zeigt den Effekt des Analyt-Transports. Je langsamer der Fluss

durch die Zelle ist, desto langsamer ist der Reaktionsverlauf. Durch den Vergleich der

linken mit der rechten Seite ist der Einfluss der Reaktion auf die Geschwindigkeit, mit

der sich das Analytoberflichenkonzentrationsgleichgewicht einstellt, zu erkennen. Ohne

Bindungsreaktion wird das Gleichgewicht erwartungsgeméf schneller erreicht [SVPOG].

2.4 Analyt-Transport in Flusszellen

Die Flusszelle besteht aus einem Kanal mit Einlass- und Auslassoffnungen jeweils an
den Enden des Kanal. Dieser Kanal leitet die Analytlésung tiber die Goldschicht.

Fiir den Kanal der Flusszelle soll im Folgenden ein rechteckiger Querschnitt angenom-

men werden. Die Breite der Flusszelle sei w, die HOhe sei A und die Lange [. Die

Flusscharakteristik wird durch die dimensionslosen Reynoldszahlen beschrieben.

48
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Sie sind folgendermafsen definiert:

_r®
nh
dabei sind p und 7 die Dichte und dynamische Viskositat der Fliissigkeit, ® ist der

Volumenfluss mit der Einheit [%3} und h die Kanalhohe.

Ein laminarer Fluss, d. h. ein Fluss ohne turbulente Stromungen ist gegeben, wenn die

Reynoldszahl des Systems kleiner 2100 ist [SVP06].

Fiir Wasser bei einer Temperatur von T=20°C berechnet sich die Reynoldszahl nach

Re (2.128)

mm2

i)
=—.0. . 2.12
Re =+ 0.998— (2.129)

Fiir Flusszellen in iiblichen Dimensionen, d. h. mit Kanalhohen im Bereich 1072

bis 1072 c¢cm und Breiten im Bereich von 1 bis 10~2cm, bleiben die Reynoldzahlen
unter 1000, sodass in Flusszellen laminare Stromungen vorherrschen. Daher kann das
Geschwindigkeitsprofil des Flusses als konstant iiber die Sensoroberfliche angesehen
werden.

Sei « die Koordinate entlang der Flusszellenldnge, y ist die Dimension entlang der Hohe
und z entlang der Breite. Der Betrag der Geschwindigkeit héngt hauptséchlich von
der y-Koordinate ab. Die z - Abhéngigkeit wird vernachlassigt, da davon ausgegangen
wird, dass die Kanalwinde in z-Richtung geniigend Abstand zu der Sensoroberfliche
besitzen.

Das Geschwindigkeitsprofil entlang der y-Koordinate ist parabolisch. Bei y = 0 und
y = h ist die Geschwindigkeit Null, bei y = % ist die Geschwindigkeit maximal. Sie

berechnet sich geméis

39
om0

Aufgrund der Vernachldssigbarkeit der z-Komponente reduziert sich das Problem

(2.130)

auf zwei Raumdimensionen. Die Analyt-Konzentration « ist nun abhéngig von z und
y, a = a(z,y,t). Die Zeitabhingigkeit ist gegeben durch die Kontinuititsgleichung.
Fiir o gilt, fiir den Fall, dass nur die laminare Stromung als Transportmechanismus

wirkt, folgende Differentialgleichung;:

_ o Oa(zyt) Y (_ v\ 9alzyt)
Pty G B (10 2By
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2 Theoretische Grundlagen

Um die Entwicklung der Analyt-Konzentration nach Einlass von Analyt-Molekiilen
zu berechnen, muss Gleichung (2.131f) mit den Randbedingungen

a(0,y,t) = ao (2.132)
a(z,y,0) = 0 (2.133)

gelost werden. «q ist die Anfangskonzentration der Analyt-Molekiile.
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Abbildung 2.17: Analyt-Konzentration in einer Flusszelle mit den Maflen | =
20mm, w = 2,7mm und h = 0,05mm, 10mm nach der Finlass-
offnung. Gepunktete Kurven: 3s nach Finlass, gestrichelte Kur-
ven: 6s nach Finlass, durchgezogene Kurven: 15s nach Finlass.
linkes Bild: ® = 10£L | mittleres Bild: ® = 30L% rechtes Bild:
® = 90LE | Quelle:[SVPO6]

Abbildung zeigt die Losungen von Gleichung . Die Analyt-Konzentration
auf der Sensoroberfliache, die sich bei y = 0 befindet, wire demzufolge stets Null. Dies
wiirde bedeuten, dass keine Reaktionen zu beobachten wéren. Der laminare Fluss allein
ist also ein sehr ineffektiver Transportmechanismus.

Ein weiterer Transportmechanismus ist die Diffusion der Analyt-Molekiile, die durch

das erste Ficksche Gesetz beschrieben wird. Dieses beschreibt eine Proportionalitét zwi-

schen Diffusionrate und Konzentrationsgradient. Die Proportionalitdtskonstante ist die

Diffusionskostante D, die nach Gleichung (2.127)) berechnet wird.
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2.4 Analyt-Transport in Flusszellen

Wird die Diffusion beriicksichtigt, so d&ndert sich Gleichung (2.131)) zu

da(x,y,t)
ot

:D<

O?a(z,y,t) da (z,y, 1)

, B (x’y’t)> L (2.134)

Ox? Oy? _4Umax% (1 B %) Ox

Abbildung (2.18)) zeigt die Losungen von Gleichung (2.134). Als Randbedingungen
dienen wieder Gleichungen ([2.132)) und (2.133)).
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Abbildung 2.18: Analyt-Konzentrationen in der Flusszelle mit beriicksichtig-
ter Diffusion, Parameter siehe Bildunterschrift von Abbildung

, Quelle: [SVPOG|

Zu sehen ist, dass dank der Diffusion Analyt-Molekiile die Sensoroberflache erreichen.

Diese Umsténde stellen Anforderungen an das Flusszellendesign. Um die reine Reakti-

onsdynamik unverfélscht zu untersuchen, darf diese nicht durch die Diffusion der Analyt-

Molekiile aus der Losung zur Sensoroberflache begrenzt sein. Dies ist zu erreichen, indem

die Kanalhdhe so gering wie moglich gehalten wird, sodass die Strecke, die die Molekiile

diffundieren miissen, minimiert wird.

Damit der Fluss iiber der Sensorfliche laminar ist, miissen Einlass und Auslass der

Flusszelle geniligend weit entfernt von der Sensorfliche sein, da dort Turbulenzen enste-

hen.

Die Absténde der Sensoroberfliche von den Kanalwénden miissen ebenfalls grofs genug

sein, damit die z-Abhéngigkeit vernachléssigt werden kann. [SVPOG|
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3 Messaufbau

Um biochemische Reaktionen méglichst genau zu untersuchen, muss die Detektion der
Anderung des Resonanzwinkels von hoher raumlicher und zeitlicher Auflésung sein. Die
Auflésung ist die kleinste, detektierbare Signaldnderung und ist begrenzt durch das
Signal-Rausch-Verhéltnis. Das Rauschen setzt sich zusammen aus thermischen und me-
chanischen Rauschen, Fluktuationen der Laserintensitit sowie dem Rauschen der Elek-
tronik.

Bei der 6/26 - Methode, bei der durch Rotation des Prismas und des Detektors das kom-
plette Winkelspektrum erfasst wird, ist die raumliche Auflésung begrenzt durch den Feh-
ler in der Winkelposition. Fehlerquellen dabei sind unter anderem Spiel in den Lagern
der Drehvorrichtungen und Fluktuationen in der Lichtintensitdt. Winkelauflosungen,
die mit dieser Methode erreicht werden kénnen, liegen im Bereich von 1072 — 1073
Grad.

Die zeitliche Auflésung ist begrenzt durch die Geschwindigkeit, mit der ein Winkelspek-
trum aufgenommen werden kann. Bei der /260 - Methode werden mehrere Sekunden
zur Aufnahme eines Spektrums benétigt.

Um verschiedene Detektiontechniken besser vergleichen zu kénnen, werden statt der
Winkelauflosung die kleinste, detektierbare Anderung im Brechungsindex in RIU ! an-
gegeben. Obige Winkelauflésungen entsprechen etwa 107> — 10~% RIU [TBHT99).

Die Anwesenheit des Losungsmittels &ndert zusitzlich die Resonanzbedingungen. Dieser
Umstand bewirkt eine Verfdlschung der Analyse der Reaktion. Er kann umgangen wer-
den, wenn zusétzlich eine Referenzmessung mit dem Losungsmittel allein durchgefiihrt
wird und diese Ergebnisse von den Ergebnissen der eigentlichen Messung subtrahiert
werden.

Im Folgenden wird eine Technik beschrieben, die Auflésungen von ca. 10~® RIU bzw.
10~® Grad und héher erreichen kann und dabei die Referenzmessung parallel durchfiihrt.
Dies hat zusétzlich den Vorteil, dass beide Messungen (eigentliche- und Referenzmes-
sung) unter den gleichen Voraussetzungen und Storeinfliissen geschehen. Fehlerquellen,

wie mechanische Spannungen oder Warmeausdehnungen der Apparatur wirken sich auf

Lengl. Refractive Index Unit
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beide Messungen aus. Durch den Vergleich mit der Referenzmessung werden diese Fehler
jedoch wieder weitestgehend subtrahiert. Man erhélt ein unverfélschtes Ergebnis und

die Auflésung héngt hauptsichlich vom elektronischen Rauschen ab. Diese Methode

basiert auf den Arbeiten [TBH¥99| und [ZBT02].

3.1 Messprinzip

Analytmolekil

Flusszelle Rezeptormolekul

— = S ) ——>
Goldschicht —— ¢ I_I\T/Y )

SPR -
Dips

Objekttréger/

hemizylindrisches Prisma

Quadranten-

\ . .
jfinderiinss photodetektor

Polarisator

Strahlaufweitung und
Kollimation

HeNe Laser

Abbildung 3.1: Skizze des Aufbaus

Ein Laserstrahl wird aufgeweitet, kollimiert, p-polarisiert und durch eine Zylinderlinse
auf auf einen Goldfilm fokussiert. Dieser Goldfilm ist auf einer Seite eines hemizylindri-
schen Glasprismas aufgebracht und in zwei rdumlich voneinander getrennte Bereiche
aufgeteilt. Die beiden Bereiche der Goldfliche werden von dem durch die Zylinderlinse
entstandenen Linienfokus gleichméfig beleuchtet. Auf diese Weise fallt Licht instantan
aus einem ganzen Winkelspektrum auf die Goldoberflache. Dieses Winkelspektrum wird
begrenzt durch den Offnungswinkel der Zylinderlinse. Ein Bereich der Goldoberfliche
dient als Referenzfliache, auf der keine biochemischen Reaktionen stattfinden. Der ande-
re Bereich dient als Fldche, auf der die zu untersuchenden Reaktionen stattfinden. Sie

soll im Folgenden Probenfléche genannt werden.
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Treffen Lichtstrahlen aus dem Lichtkegel, der durch die Zylinderlinse entsteht, unter dem
Resonanzwinkel auf die Goldoberflachen, so entsteht in dem Lichtkegel des reflektierten
Lichts eine schmale, dunkle Linie, der sogenannte Resonanz-Dip (siehe Abbildung .

Probenfléche

,) Proben - Dip
efe

o/

Quadrantenphotodetektor

einfallendes Licht

Substrat

Referenzflache

Abbildung 3.2: Messprinzip, Quelle: reproduziert nach [ZBT02/

Werden vor einer Messung die Referenz- bzw. Probenflachen so funktionalisiert, dass
nur auf der Probenfliche eine Reaktion stattfinden kann, so kann sich auch nur in dem
reflektierten Licht der Probenfliche der Resonanz-Dip aufgrund der Reaktion &ndern.
Da auf der Referenzfliche durch die entsprechende Funktionalisierung die zu untersu-
chende Reaktion nicht stattfindet, liefert die Referenzmessung nur die Anderungen der
Resonanzbedingungen bedingt durch das Losungsmittel und anderen Stérungen, wie z.
B. das thermische und mechanische Rauschen. Wird das Referenzsignal vom Probensi-
gnal subtrahiert, so ergibt sich das Signal, das einzig und alleine durch die Reaktion auf
der Probenfliche entsteht und die biochemische Reaktion charakterisiert. In [ZBT02]
wurde so die Auflésung um einen Faktor Zehn erhoht.

Um die Anderung des Resonanzwinkels aufzunehmen, muss der Versuchsaufbau folgen-
dermafen aufgebaut und justiert werden:

Der Einfallswinkel des einfallenden Lichts wird so eingestellt, dass sich die Resonanz-
Dips von Proben- und Referenzfliche im reflektierten Lichtkegel jeweils in der Mitte
befinden. Daraufhin wird ein Quadrantenphotodetektor so positioniert, dass sich die
Resonanz-Dips von sowohl Probenfliche als auch Referenzfliche jeweils zwischen zwei
Quadranten des Photodetektors A und B bzw. C' und D befinden.(siche . Die Diffe-
renzen der Signale A — B und C' — D dieser zwei Bereiche miissen jeweils null ergeben.
Andern sich die Oberflichenbeschaffenheiten der beiden Goldschichten, so wandern die
Resonanz-Dips auf dem Quadrantenphotodetektor und die Differenzen A— B und C'— D
andern sich. Die Anderungen der Differenzen sind linear proportional zu der Anderun-
gen in den Positionen des Resonanzwinkels, die ihrerseits wiederum linear proportional
zu den Anderungen der dielektrischen Konstanten der Medien auf den Goldschichten

sind. Da der Dip jedoch von der Form her nicht symmetrisch um den Resonanzwinkel
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3.1 Messprinzip

ist (siehe Abbildung , beschrankt sich die lineare Proportionalitdt zwischen Dip-
Position und Intensitatsdifferenz auf ein kleines Intervall um den Resonanzwinkel, auf
dem der Dip als symmetrisch angesehen wird.

Mathematisch kann das Signal eines Quadranten des Detektors als Integral der Funkti-
on [2.63] innerhalb bestimmter Grenzen angesehen werden. Wird der Aufbau wie oben

beschrieben justiert, sodass A — B gegen null geht, so gilt fiir die Signale A, B:

®
A= / R(6, )b (3.1)
und
o+
B= / R(0,2)d0 . (3.2)

(3]

Dabei ist ® der Einfallswinkel des Lichts, das genau auf die Mitte des Detektors zwi-
schen die beiden Quadranten féllt. ® ergibt sich aus der Bedingung A— B = 0. Aufgrund
des unsymmetrischen Dips weicht dieser Winkel leicht (ca. 0,1°) von der wahren Posi-
tion des Resonanzwinkels ab. Die Grofe 6y ist der Konvergenzwinkel der Fokussierung
durch die Linse. Mit Hilfe der Ausdriicke [3.1] und [3:2] lasst sich die Beziehung zwischen
der Resonanzwinkeldnderung Af und der Grofse %, dem normierten Differenzsignal,
berechnen.

Die lineare Proportionalitdt von ﬁ;—g zu A0 fiir kleine A# ldsst sich durch folgende
mathematische Betrachtung erkléren:
Sei R (Af) die Reflektivitat in Abhéngigkeit der Resonanzwinkeldnderung Af. Fiir klei-

ne A6 lasst sich R (A6) nach Taylor um Null entwickeln:

dR(0) 1 d?R(0)

dA§ 2 dA6?
Dabei steht O(A#) fiir die hoheren Ordnungen der Entwicklung.

Da R(0), also die Intensitédt am Resonanzwinkel, sehr klein ist und die Reflektivitat bei

Or ein Minimum aufweist und somit dﬁ‘(g) = 0 ist, kann R(A#) mit dem quadratischen

Term der Entwicklung angenéhrt werden (siehe Abbildung ).

Mathematisch handelt es sich bei diesem quadratischen Term um eine Parabel. Wird

R(AG) = R(0) + (A9) + (A2 +0O(AD) . (3.3)

damit der Ausdruck % berechnet, so ergibt sich:

A-B  6-Af

= A4
A+ B Oy (3.4)
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Reflexionsgrad

0.4r

0.2r

2

—— Reflexionsgrad mit Wasser als dritte Schicht

Einfallswinkel[°]

—— Quadratischer Taylor-Term des Reflektionsgrades

90

Abbildung 3.3: Der quadratische Taylor-Term als Niherung des Reflektionsgrades
am Resonanzwinkel

was die Linearitat zwischen ﬁ;—g und kleinen A@ beschreibt .

A-BiA+B

Abbildung 3.4:
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3.1 Messprinzip

Abbildung zeigt die Beziehung zwischen dem Resonanzwinkel fr und dem %
(rote Kurve). Der Winkel fpg ist der Resonanzwinkel fiir Wasser, der als Bezugspunkt
flir die Winkeldnderungen dient. Er betrigt Ory = 72,404°. Die blaue Linie ist eine
Hilfsgerade, die die Abweichung von der Linearitit verdeutlichen soll. Wie in Abbil-
dung [3-4] zu erkennen ist, kann in einem Winkelbereich von ca. 0,8° von einer linearen
Proportionalitdt gesprochen werden. Dieser lineare Winkelbereich ist fiir die Untersu-
chungen biochemischer Reaktionen ausreichend grof. Soll der lineare Bereich dennoch
grofer sein, so ist dies leicht durch Vergroferung des Konvergenzwinkels 6y zu erreichen
[TBHF99).

Nach Gleichung sollte die Steigung der Geraden in Abbildung mit einem Kon-
vergenzwinkel von 6y = 3,764°, wie er bei diesem Aufbau zum Einsatz kommt, ca. 1,6
ﬁ betragen. Es ist jedoch in Abbildung zu erkennen, dass die Steigung nur etwa
1,33 ﬁ betrédgt. Diese Diskrepanz liegt in der Tatsache begriindet, dass fiir die Herlei-
tung von Ausdruck nur der quadratische Term der Taylorentwicklung beriicksichtigt
wurde und alle hheren Ordnungen vernachléssigt worden sind.

Aus Abbildung und Abbildung laft sich die Kalibrationskurve des Sensors

erstellen.

08 / T
06 /A il

A-BIA+B [V]
o

-06 s
/ — Signal

/
-08 M
/ —— Hilfsgerade

_ y I I I
11.326 1327 1328 1329 133 1331 1332 1333 1334 1335 1336 1337 1338 1339 134

Brechungsindex [RIU]

Abbildung 3.5: Kalibrationskurve des Sensors

Abbildung (3.5) zeigt die Kalibrationskurve des Sensors. Auch hier stellt die blaue

Gerade eine Hilfslinie dar. Die Steigung der Kalibrationskurve im linearen Bereich, die
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3 Messaufbau

definitionsgeméfs der Sensitivitit des Sensors entspricht [HP06], betragt 194,74RVTU.
Durch die Verwendung eines Quadrantenphotodetektors anstelle eines Linear Diode Ar-
ray bzw. eines CCD Chips kann die Auflésung theoretisch von 107> —10~% RIU auf 10~8
RIU und dariiber hinaus erhoht werden. Da Daten von nur vier Kanélen (bei einem Li-
near Diode Array sind es z. B. 1024 Kanéle), erhoht sich zusétzlich die Geschwindigkeit
der Datenerfassung, die durch die Elektronik begrenzt ist.

Durch die Normierung der Signale fallt die Fluktuation der Laserintensitat als Rausch-

quelle weg.

3.2 Komponenten des Messaufbaus

Detektor

Zylinderlinse

I

D

HeNe Laser _ ‘ . ;i\ 3
L-f 3 h : ,': O
/

.
- (o) P
/ L. y o Halterung fur
Strahlaufweitung  Polarisator Objekttrager

hemizylindrisches
Prisma

Abbildung 3.6: Foto des Aufbaus

3.2.1 Laser

Als Lichtquelle dient ein Helium-Neon-Laser der Firma SPECTRA PHYSICS, Model 107A.
Dieser cw-Laser mit der Wellenlange von A = 632.8 nm wird in der TEMgyy -Mode
betrieben und besitzt ein Leistung von 28 mW.
Um das Strahlprofil zu untersuchen, wurde der Laserstrahl mit einer Digitalkamera
(CANON EOS 350D) ohne Objektiv aufgenommen.

Abbildung|3.7(a)| zeigt das Strahlprofil des verwendeten Lasers. Um den Strahlradius

(die Breite zwischen den Punkten, bei denen die Intensitéit des gaufschen Profils auf
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3.2 Komponenten des Messautbaus

ik

1mm ) hd ki

(a) Laserstrahlprofil (b) Intensitdtsverteilung eines Schnitts durch
die Strahlmitte

Abbildung 3.7

e% abgefallen ist) zu bestimmen, wird die Intensitétsverteilung eines Schnitts durch
die Strahlmitte mit Hilfe des Programms IMAGEJ aufgenommen und die Werte mit
dem Programm GNUPLOT auf eine auf Eins normierte Exponentialfunktion vom Typ
f(x) = exp(—(%)?) gefittet. Fiir a ergibt sich a = 0.571814, woraus ein Strahlradius
von R = 0,808667 mm resultiert. Sowohl die Daten als auch der Fit sind in Abbildung
3.7(b)| zu sehen.

Ein Laserstrahl in der TEMgg - Mode ist ein Gaufs-Strahl. Ein Gaufk-Strahl ist eine
hybride Mischung aus ebener Welle und einer Kugelwelle. Mathematisch beschrieben
wird ein Gaufs-Strahl durch eine Kugelwelle mit einem komplexen Mittelpunkt [Mes99].

Wellenfronten

2w,

v W(Z) ®div

1

22,

Abbildung 3.8: Prinzip eines Gauf-Strahls

Abbildung zeigt schematisch einen Gaufs-Strahl. Die charakteristischen Gréfsen
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3 Messaufbau

eines Gauft-Strahls sind die Rayleigh-Lénge zg, die die Lange entlang der Ausbreitungs-
richtung z angibt, nach der der Strahlradius w(z) auf das v/2-fache des Strahlradius
in der Strahltaille wy angestiegen ist. Der 2zp-lange Bereich um die Strahltaille (in
Abbildung grau markiert) wird Rayleigh-Zone genannt. Thre Lange wird auch als
konfokaler Parameter bezeichnet. [Mes99]. Nahe der Strahltaille innerhalb der Rayleigh-
Zone sind nahezu parallele Wellenfronten zu beobachten, der Strahl verhélt sich wie eine
ebene Welle. Die Kriimmungsradien der Wellenfronten sind sehr grofs, in der Strahltail-
le ist der Radius der dortigen Wellenfront unendlich. Mit zunehmenden Abstand von
der Strahltaille nehmen die Betrdge der Radien der Wellenfronten stark ab. Am Rand
der Rayleigh-Zone ist der kleinste Radius der Wellenfronten zu beobachten. Mit weiter
zunehmenden Abstand steigen die Radien wieder an. Der Anstieg verlduft dann line-
ar, analog zu einer Kugelwelle. Das besondere an Laserstrahlen sind die sehr groften
Rayleigh-Langen, entlang derer sich der Strahldurchmesser nur schwach dndert. Daher
machen Laserstrahlen einen divergenzfreien Eindruck. Der Strahltaillenradius wg héngt

nach [Mes99| mit der Rayleighlange zr folgendermafsen zusammen:

A ZR

(3.5)

wh =
™

Dabei ist A die Lichtwellenldnge und n der Brechungsindex des Mediums, in dem sich
der Strahl ausbreitet. Eine weitere charakteristische Grofie eines Gaufl-Strahls ist sein

Divergenzwinkel Op;,. Er berechnet sich nach

oW _ [ A (3.6)
ZR TZRN

Fiir den verwendeten He-Ne-Laser ergibt sich mit dem Strahltaillenradius von wy =

0.808667 mm eine Rayleighlange von zp = 3,247 m und ein Divergenzwinkel von
Opiv = 0,014°.

3.2.2 Aufweitung und Fokussierung

Um den Laserstrahl aufzuweiten, wird ein afokales Linsensystem in den Strahlengang
eingebracht. Dieses Linsensystem besteht aus einer konkaven Linse mit einer Brennweite
von f; = —40,45 mm. In einem Abstand von d = 61,15 mm folgt eine konvexe Linse
mit einer Brennweite von fo = 101, 6 mm. Bei diesem Abstand d fallen die Brennpunkte
beider Linsen zusammen. Auf diese Weise verschwindet die Brechkraft des Linsensystem.

Der vor dem Eintritt in das Linsensystem parallele Laserstrahl bleibt parallel. Jedoch
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3.2 Komponenten des Messautbaus

andert sich der Strahlradius R.
Nach [Mes99] berechnet sich der Radius des aufgeweiteten Laserstrahl geméfs

fo
N
Mit R = 0,808667 mm ergibt sich durch die Aufweitung mit dem Faktor 2,51 ein

Radius von Raufgeweitet = 2, 03116 mm.

‘R. (3.7)

Raufgeweitet =

ATR - Koppler

plankonvexe Zylinderlinse,
f=61.84mm, zur Fokussierun:

plankonkave Linse, plankonvexe Linse,
fmm auf die Goldschicht

f=-4045mm f=1016
Linsensystern zur Aufweitung

/des Laserstrahls \\

| 61.15mm ! } 23.84mm I 38mm

einfallender Laserstrahl

Abbildung 3.9: Skizze des verwendeten optischen Aufbaus

Dieser aufgweitete Laserstrahl wird durch eine Zylinderlinse mit einer Brennweite
von f = 61,84 mm durch den ATR-Koppler auf die Goldschicht fokussiert. Da sich die
Goldschicht direkt im Konstruktionsmittelpunkt der halbkreisformigen Grundfliche des
ATR-Kopplers befindet, treffen alle Lichstrahlen durch die Fokussierung senkrecht auf
die gekriimmte Mantelfliche des ATR-Kopplers. Dies hat zur Folge, dass die Lichtstrah-
len an der Grenzflache nicht gebrochen werden und ihre Bewegungsrichtung beibehalten.
Das gleiche gilt fiir die an der Goldschicht reflektierten Lichtstrahlen. Beim Austritt aus
dem ATR-Koppler treffen sie ebenfalls senkrecht auf die Grenzfliche und werden nicht
gebrochen. Dieser Umstand bewirkt die Wahl eines halbkreisférmigen Glasprismas als
ATR-Koppler.

Abbildung skizziert den Strahlengang vom Laser bis zur Planfliche des ATR-
Kopplers, wo sich die Goldschicht befindet.

Wird ein Gaufs-Strahl durch eine Linse fokussiert, so entsteht ein neuer Gaufs-Strahl
mit modifizierten Parametern [Mes99].

Abbildung zeigt schematisch die Fokussierung eines Laserstrahls durch eine Lin-
se. Aufgrund der grofen Rayleigh-Lange wird der einfallende Laserstrahl mit parallelen

Wellenfronten skizziert.
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3 Messaufbau

Zwischen der neuen Rayleigh-Lange zr 2 nach der Fokussierung und der Rayleigh-

Lange zr 1 vor der Fokussierung besteht folgender Zusammenhang [Mes99):

1 2
11 1+(2R,1)

ZR,2 ? f

ZR,1

(3.8)

2w, Linse

2w,

Wellenfronten

Abbildung 3.10: Fokussierung durch eine Linse

[ZR2 _ W2 (3.9)
ZR,1 w1 .

ergibt sich der Taillenradius des fokussierten Strahls wy zu wy = 6,14 x 10 %m.
Aus zp 2 und wy ergibt sich nach Gleichung (3.6)) der Divergenzradius des fokussierten
Strahls.

Der Konvergenzwinkel des durch die Zylinderlinse mit f = 61,84 mm fokussierten

Aus der Beziehung

Strahls, der gleich dem doppelten Divergenzwinkel ist, ergibt sich somit nach Beziehung
(3.6) zu & = 3,764°.
Alle drei Linsen wurden von der LINOS AG bezogen. Die Linsenhalterung wurde durch

die hausinterne mechanische Werkstatt hergestellt.

3.2.3 ATR-Koppler

Der ATR-Koppler wird durch einen Glaszylinder mit halbkreisférmiger Grundfliche rea-
lisiert. Der Radius des Halbkreises betridgt R = 38 mm. Die Hohe des Zylinders betragt
h = 26 mm. Die Planfliche wurde um einen Millimeter abgeschliffen, da die Objekttra-

ger, auf die die Goldschichten aufgedampft werden, einen Millimeter dick sind. Diese
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3.2 Komponenten des Messautbaus

werden dann auf die Planfliche des Glaszylinders platziert. Eine Immersionsfliissigkeit
mit dem gleichen Brechungsindex wie das Glas (ebebfalls BK7 Glas) ermoglicht einen
grenzflichenfreien Ubergang zwischen Glaszylinder und Objekttriger.

Der Halbzylinder ist eine Spezialanfertigung und wurde von der Firma BERNHARD
HALLE NACHFL. GMBH, BERLIN angefertigt. Er besteht aus SCHOTT BK7 Glas. Der
Brechungsindex fiir die Wellenldnge A = 632.8 nm betrégt fiir BK7-Glas n = 1,51509.
Der ATR-Koppler ist liegend auf eine seiner Grundflichen auf einem Rotationstisch
der Firma NEWPORT (Modell M-UTR 120) montiert. Dieser Tisch ermoglicht eine Dre-
hung des Glaszylinders, die auf 2,5 Bogensekunden genau durchgefiithrt werden kann.
Die Drehbewegung erméglicht die Platzierung des Dips in der Mitte des reflektierten
Lichtkegels. Damit sich der Glaszylinder im Strahlengang des Lasers befindet, muss auf
den Tisch eine Grundplatte mit passender Hohe montiert werden. Diese Grundplatte,
an der ebenfalls die Vorrichtung zur Anbringung der Objekttriager an den Glaszylinder
befestigt ist, wurde von der hausinternen mechanischen Werkstatt hergestellt.
Abbildung zeigt den Glaszylinder auf der Grundplatte sowie die Objekttréger-
halterung. Uber die am Verschlussbiigel angebrachte Blattfeder wird der Objekttriger
durch die Halterung an den Glaszylinder gedriickt. Der Verschlussbiigel wird durch den
Magneten angezogen.

Eine Fixierung des Glaszylinder auf der Platte wird durch einen Biigel, der den Glaszy-

linder

Halterung, kardanisch
/" gelagert
o el

-..1

Blgttfeder

Prisma

k

= > Magnet 5

@ 9 'U ‘ Yerschlussbugel
X

Abbildung 3.11: Glasprisma auf dem Rotationstisch mit Halterung fir die Objekt-
trager

zwischen sich selbst und der Grundplatte einklemmt, erreicht. Unter dem Biigel be-

findet sich eine Platte mit den Ausmafen der Glaszylindergrundfliche, auf der sich an
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drei Punkten Hartgumminoppen befinden, die den Druck durch den Biigel gleichméafig
auf den Glaszylinder iibertragen. So sollen Spannungen im Glas vermieden werden, die
durch einen einzigen Druckpunkt auftreten und den Lichtweg leicht verzerren wiirden.
Bei dem Einbau des ATR-Kopplers ist darauf zu achten, dass sich der Konstruktions-
mittelpunkt der halbkreisférmigen Grundfliche genau auf dem Rotationsmittelpunkt
des Rotationstisches befindet, da ansonsten der senkrechte Einfall der Lichtstrahlen auf
die gekriimmte Mantelfldche nicht mehr gewéhrleistet ist. Dies wiirde eine Brechung der

Lichtstrahlen und somit eine Abweichung vom gewiinschten Lichtweg nach sich ziehen.

3.2.4 Detektor

Als Detektor dient ein ADVANCED PHOTONIX INC. SD 380-23-21-051 Quadrantenpho-
todetektor.

Bei einer Photodiode sind die Photostréome proportional zur einfallenden Lichtintensi-
tat. Diese Photostrome der vier Quadranten A, B, C und D werden durch eine in der
hausinternen Elektronikwerkstatt hergestellten Elektronik verstarkt und verarbeitet.
Dabei wandelt ein Transimpedanzverstirker die Photostrome in entsprechende Spannun-
gen um. Anschlieffend durchlaufen die Signale eine 10kHz Tiefpass-Filtereinheit. Daraus
ergibt sich eine zeitliche Auflésung ca. 100 Mikrosekunden.

Seien A und B die Signale der Quadranten, die die Dip-Bewegung der Probenfliche und
C und D die Signale der Quadranten, die die Dip-Bewegung der Referenzfliche aufneh-
men, so gibt die Elektronik die Signale A — B, A4+ B, C' — D und C 4+ D aus. Diese
Signale werden durch eine 16 Bit Datenerfassungskarte der Firma NATIONAL INSTRU-
MENTS erfasst und durch ein in LABVIEW 6.1 geschriebenes Programm verarbeitet.
Der Quadrantenphotodetektor ist durch zwei Translationstische sowohl in horizontaler
als auch in vertiklaler Richtung positionierbar. Dies ermoglicht die Justage vor jeder
Messung, da alle vier Quadranten mit der gleichen Intensitit bestrahlt werden miissen.
Abbildung zeigt die Quadrantenphotodiode in ihrer Halterung. Vor die Quadran-
tenphotodiode ist ein RG610 Farbfilter gesetzt. Dadurch wird der Teil des Lichtspek-
trums (z. B. aus dem Tageslicht) unter einer Wellenldnge von 610nm stark abgeschwécht.

Dies verbessert die Leistung des Biosensors bei Betrieb im Hellen.
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Abbildung 3.12: Die Photodiode in ihrer Halterung.

3.2.5 Goldschichten

Die Qualitéit der Goldschichten ist bei einem SPR - Sensor von grofser Bedeutung, da sie
die Sensitivitit mafgeblich beinflusst. Die Sensitivitit ist das Verhéltnis aus Anderung
im Sensorsignal und Anderung der zu messenden Gréfe, in diesem Fall der Brechung-
index. Sie ist gleich der Steigung der Kalibrationskurve.

Der Grund fiir die Wahl von Gold als Metallschicht in SPR-Biosensoren liegt in seiner
Biokompatibilitdt und chemischen Inertheit und Stabilitét. Silber als bester elektrischer
Leiter bewirkt einen schmaleren Resonanz-Dip (siehe Abbildung ) und wiirde somit
fiir eine bessere Lokalisierbarkeit des Minimums und damit eine bessere Winkelauflésung
sorgen. Jedoch ist Silber chemisch nicht so inert wie Gold (Beispiel: Anlaufen von Sil-
ber). Eine chemische Reaktion zwischen Metallschicht und Rezeptoren bzw. Analyten
wiirde die Messung verfélschen. Somit ist fiir Biosensoren Gold die erste Wahl als Ma-
terial fiir die Metallschicht.

Die optimale Goldschichtdicke, bei der die Intensitdt des reflektierten Lichts unter dem
Resonanzwinkel gegen Null geht, liegt geméfs Gleichung bei ca. d = 48 nm. Die In-
tensitdt am Minimums hiangt empfindlich von der Schichtdicke ab. Eine grofse Intensitét
im Minimum erschwert die Lokalisierung des Minimums und verschlechtert demzufolge
ebenfalls die Winkelauflosung.

Ein weiterer Faktor, der Einfluss auf die Leistung eines Biosensors hat, ist die Rauhigkeit

der Goldoberfliche. Wie in Kapitel (2.2.2) schon erwdhnt, kénnen SPs, die entlang einer
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Metalloberflache propagieren, an einer periodischen Struktur zu strahlendem Licht aus-
koppeln. Oberflachenrauhigkeiten der Goldschichten stellen solche periodischen Struk-
turen dar. Eine rauhe Goldoberfliche erméglicht die Auskopplung von SPs, die dem
Messprozess entzogen werden und somit die Sensitivitidt des Sensors herabsetzen.

Fiir den Biosensor werden die Goldschichten mit einem MED 020 MoODULAR HIGH
VacuuM COATING SYSTEM der Firma BAL-TEC auf Mikroskopie-Objekttrager ther-
misch gedampft.

Faktoren, die bei thermischen Verdampfungsvorgingen die Schichtqualitdt bestimmen,
sind die Reinheit des zu verdampfenden Materials, der Betriebsdruck, bei dem der Ver-
dampfungsvorgang stattfindet, die Reinheit und Rauhigkeit des Substrats sowie die
Bedampfungsgeschwindigkeit.

Vor der eigentlichen Goldschicht wird 1 bis 2 nm diinne Chromschicht aufgedampft.
Diese diinne Schicht dient als Haftvermittler zwischen dem Glassubstrat und der Gold-
schicht. Dadurch sitzt der Goldfilm stabiler auf dem Objekttriger als ohne diese Haft-
vermittelungsschicht. Der Einfluss dieser Chromschicht auf die Messung ist vernachlés-
sigbar klein [SKL™01]. Jedoch darf dann nur noch ca. 46nm Gold aufgedampft werden,
um das Gleichgewicht von Strahlungs- und innerer Ddmpfung nicht zu stéren (— Ka-~
pitel 2.2.2).

Fiir die Bedampfung der Goldschichten wird Goldgranulat benutzt, das laut Hersteller
einen Reinheitsgrad von 99,99 % aufweist. Dieses Goldgranulat wird in Molybdénschiff-
chen gelegt, die zwischen zwei Elektroden gespannt werden. Bei einer Spannung von
4 Volt flieltt ein sehr hoher Strom, der das Schiffchen und damit das Gold bis iiber
den Schmelzpunkt des Goldes erhitzt und somit verdampft. Aus einer Offnung in der
Unterseite des Schiffchens stromt daraufhin dieser Golddampf heraus und setzt sich
anschlieffend auf dem Substrat ab. Der hohe Schmelzpunkt des Molybdéns verhindert,
dass das Schiffchen schmilzt. Durch die Regelung des Stromflusses und damit der Tem-
peratur kann die Bedampfungsgeschwindigkeit geregelt werden.

Um die Anzahl von Stéfen von verdampften Goldatomen mit Luftmolekiilen zu mi-
nimieren und damit die freie Weglénge der Goldatome zu maximieren, muss der Ver-
dampfungsvorgang im Vakuum stattfinden. Desweiteren minimiert ein Vakuum die An-
zahl von in der Goldschicht eingeschlossenen Fremdatomen. Auf diese Weise wird die
Reinheit des Goldfilms erhdht. Wahrend der Bedampfungsvorgénge herrschte in der
Bedampfungsanlage ein Druck im Bereich 5 x 10~¢ mbar, der im Bereich Hochvakuum
liegt.

Als Substrate dienen 38 mm x 26 mm x 1 mm grofe Objekttrager aus BK 7 Glas. Vor
jeder Bedampfung werden diese einer Reinigungsprozdur unterworfen. Die ab Werk vor-

gereinigten Objekttrager werden mit einem Ultraschallbad mit entionisiertem Wasser,
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Aceton und Ethanol behandelt und anschliefsend mit Stickstoff getrocknet. Auf diese
Weise werden grobe Verunreinigungen entfernt. Daraufhin wird der Objekttréger fiir
dreiftig Sekunden einem Sauerstoffplasma ausgesetzt. Dieses, durch eine Teslaspule er-
zeugte, hoch aggressive Sauerstoffplasma reinigt den Objekttréger griindlich.
Abbildung zeigt Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen eines Objekttréagers nach
der Vorreinigung durch die Aceton-Ethanol-Wasser-Ultraschallbéder (3.13(a))) und eines
Objekttragers nach der zuséatzlichen Sauerstoffplasmabehandelung .
Abbildung zeigt eine sehr glatte Oberflache, auf der sich rundliche Struktu-
ren mit einer Héhe von ca. 3 - 4 nm befinden. Diese Strukturen, die sogenannten etch
pits 2, entstehen bei der vom Hersteller durchgefiihrten Atzbehandlung zur Glittung
der Objekttréager.

(a) Objekttrager nach der Vorreinigung (b) Objekttrager nach der Reinigung durch das
Sauerstoffplasma

Abbildung 3.13: Objekttrager vor und nach der Plasmabehandlung

Abbildung zeigt einen plasmabehandelten Objekttrager. Auch hier sind
diese rundlichen Strukturen zu erkennen. Die Hohe betragt ca. 2 nm.
Diese Aufnahmen wurden durchgefiihrt mit einem Broscore BS-2 AFM 2 der Firma
DiGITAL INSTRUMENTS, das im tapping mode betrieben wurde. Zur Steuerung und
Bildaufnahme diente die Software NANOSCOPE 5.30, ebenfals von der Firma DIGITAL
INSTRUMENTS. In dieser Software sind Analyse-Funktionen integriert, mit denen die

Aufnahmen untersucht werden konnen. Eine Funktion dabei ist die Rauhigkeitsanalyse.

2engl. Atzvertiefung
3AFM = engl. Atomic Force Microscope = Rasterkraftmikroskop
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Das Programm berechnet den Mittelwert der Rauhigkeit R,. Dieser ist laut Bedie-

nungsanleitung des Programms definiert als

O / / \f (@, y)| dyde (3.10)
0 0

L.L,

Dabei sind L, und L, die Kantenldngen des aufgenommen Bildes oder untersuchten
Bildausschnitts. Die Funktion f(z,y) reprasentiert die Topographie der Oberflache re-
lativ zu einer Nullebene. Diese Nullebene ist die Ebene, auf die die Spitze bei der ersten
Anndherung an die Oberfliche eingestellt wird.

Fir Abbildung betragt die vom Programm berechnete mittlere Rauhigkeit
R, = 0,281 nm. Fiir Abbildung betrigt die mittlere Rauhigkeit R, = 0,220
nm. Demzufolge ist durch die Plasmabehandlung die mittlere Rauhigkeit um ca. 20 %
verringert worden.

Der plasmabehandelte Objekttréager wird mit einer 1 bis 2 nm diinne Chromschicht
bedampft. Auf diese wird die ca. 46 nm dicke Goldschicht gedampft. Dabei betrigt
die Bedampfungsgeschwindigkeit ca. 2 bis 3 %%, Laut [Ohr02] ist fiir Gold die optima-
le Bedampfungsgeschwindigkeit 3 =*. Eine zu langsame Bedampfungsgeschwindigkeit
bewirkt beim Kondensieren des Goldes auf das Substrat eine geringere Anzahl von
Kristallisationkeimen. An diese wenigen Kristallisationskeime lagern sich die Goldato-
me an. Die Goldschicht besteht dann aus sehr grofsen Kristallen, was zu einer grofieren

Rauhigkeit fihrt [Ohr02].

(a) mit ca. 0,1 ™™ bedampfte Goldschicht  (b) mit ca. 2 ™* bedampfte Goldschicht

Abbildung 3.14: Unterschied zwischen langsamer und schneller Bedampfung

Abbildung (3.14) zeigt AFM - Aufnahmen, die den Unterschied zwischen einer lang-
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3.2 Komponenten des Messautbaus

samen, mit ca. 0,1 #3* duchgefiihrten, und einer schnellen, mit ca. 2 2* durchgefiihrten,
Bedampfung darstellen. Hier wurde zunéchst auf die haftvermittelnde Chromschicht ver-
zichtet. Fiir Abbildung ergibt sich eine mittlere Rauhigkeit von R, = 0,983
nm, fiir Abbildung betrigt R, = 0,599 nm. Sowohl die Aufnahmen als auch
die Rauhigkeitsanalysen bestétigen die negative Auswirkung einer zu geringen Bedamp-

fungsgeschwindigkeit auf die Rauhigkeit des Goldfilms.

(a) mit ca. 0,1 ™% bedampfte Goldschicht (b) mit ca. 2 ®™ bedampfte Goldschicht mit
mit haftvermittelnder Chromschicht haftvermittelnder Chromschicht

Abbildung 3.15: Unterschied zwischen langsamer und schneller Bedampfung mit
haftvermittelnder Chromschicht

Abbildung zeigt AFM - Aufnahmen, die den Unterschied zwischen einer lang-
samen, mit ca. 0,1 =* duchgefiihrten und einer schnellen, mit ca. 2 =* durchgefiihr-
ten Goldbedampfung darstellen, bei der zuvor eine ca. 1,6 nm diinne Chromschicht
aufgedampft wurde. Fiir Abbildung ergibt sich eine mittlere Rauhigkeit von
R, = 0,781 nm, fiir Abbildung betriagt R, = 0,587 nm. Auch hier bestitigen
sowohl die Aufnahmen als auch die Rauhigkeitsanalysen die negative Auswirkung einer
zu geringen Bedampfungsgeschwindigkeit auf die Glattheit des Goldfilms. Zudem ist zu
beobachten, dass die Chromschicht die mittlere Rauhigkeit des Goldfilm ebenfalls leicht
vermindert.

Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass eine ca. 46 nm diinne Goldschicht, die
mit einer Bedampfungsgeschwindigkeit von ca. 2 bis 3 =* auf eine zuvor aufgedampfte,
haftvermittelnde, ca. 1 bis 2 nm diinne Chromschicht aufgebracht wird, als Sensorober-
fldche genutzt wird.

Die Goldschicht muss sich auf dem Objekttriager am Ort des Linienfokus befinden. Da-
her reicht es aus, wenn auch nur dort die Goldschicht aufgedampft wird. Dies kann

mit einer Maske erreicht werden. Diese Maske darf jedoch nicht zu dick sein, damit der
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3 Messaufbau

Metalldampf bei der Bedampfung nicht abgeschattet wird. Ansonsten ist die Schicht un-
gleichméfig dick. Diese Maske wird durch eine 100 um diinne PDMS - Schicht realisiert.
Siehe dazu néchstes Kapitel

3.2.6 Flusszelle

Die Flusszellen fiir den Biosensor werden nach einer bestimmten Prozedur gefertigt.
Diese wird im Folgenden beschrieben.

Auf die mit dem Sauerstoffplasma gereinigten Objekttriager wird mit Hilfe des Rota-
tionsbeschichtungsverfahrens? eine ca. 100 ym diinne Schicht aus Polydimethylsiloxan
(PDMS) erzeugt.

Bei PDMS handelt es sich um ein siliziumbasiertes Polymer liger Form, das durch eine
weitere Substanz, dem sogenannten Vernetzer, nach einer mehrstiindigen Erhitzungspha-
se bei ca. 80 bis 90°C in einem Ofen zu einem elastischen, gummiartigen Material wird.
Der Vernetzer verbindet unter der Warmeeinwirkung die Polymerketten untereinander,
sodass die gummiartige Konsistenz zustande kommt. Das Mischungsverhéltnis zwischen
Silikon6l und Vernetzer bestimmt dabei die Harte des Endproduktes. Bei Zugabe von
mehr Vernetzer wird das PDMS hérter. Fiir die Flusszellen wird ein Mischungsverhalt-
nis von einem Gewichtsanteil Vernetzer auf zehn Gewichtsanteile Silikondl verwendet.
Bei der Rotationsbeschichtung wird der Objekttriager mittels Unterdruck auf einem
Drehteller fixiert. In der Mitte des Objekttragers wird ca. 1 ml Silikon6l-Vernetzer-
Gemisch gegeben. Daraufthin wird der Rotationstisch in Bewegung gesetzt. Bei einer
bestimmten Rotationsgeschwindigkeit und -dauer verteilt sich das Gemisch auf dem
Objekttrager durch die wirkende Zentrifugalkraft und die gewiinschte Schichtdicke wird
erreicht.

Die Rotation war in zwei Schritte unterteilt. Wahrend des ersten Schrittes rotiert der
Drehteller fiir fiinf Sekunden mit einer Drehzahl von 500 Umdrehungen pro Minute.
Dieser Schritt dient zum groben Verteilen des PDMS auf dem Objekttrager.

Beim zweiten Schritt rotiert der Drehteller fiir 40 Sekunden mit einer Geschwindig-
keit von 1000 Umdrehungen pro Minute und erzeugt die gewiinschte Schichtdicke von
100 pm.

Diese Schichten werden in einem Ofen bei 85°C fiir 2,5 Stunden ausgehértet.

Aus dieser ausgehérteten PDMS - Schicht wird der Kanal ausgeschitten. Um gleiche Ka-
nalformen zu erreichen, wird dazu eine rechteckige Schablone benutzt, die eine Flache
von 20 mm X 7 mm hat.

Der PDMS - Film fiir die Bedampfungsmaske wurde analog zu dem oben genannten

4engl. Spin Coating
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3.2 Komponenten des Messautbaus

Verfahren erstellt. In diesen Film wurde ein Bereich mit der Form der spéiteren Gold-
schicht ausgeschnitten.

Zum Erstellen des Goldfilms wird die Maske auf den plasmagereinigten Objekttrager
an der richtigen Stelle positioniert und anschlieffend die Schicht aufgedampft.

Im néchsten Schritt wird der Objekttrager mit dem Kanal auf den Objekttrager mit
der Goldschicht aufgebracht. Damit der PDMS-Kanal mit dem Objekttrager dicht ab-
schliefst, wird sowohl der Objekttrager mit dem Goldfilm als auch der PDMS - Kanal
flir 20 Sekunden dem Sauerstoffplasma ausgesetzt. Dadurch wird die Oberfliche des
PDMS so aktiviert, dass sie beim anschliefenden Zusammensetzen kovalent mit dem
Glas bindet und somit eine wasserdichte Verbindung entsteht. Vor dem Schliefsen des
Kanals werden die Goldschichten funktionalisiert.

Abbildung zeigt den schematischen Aufbau der Flusszelle.

Der Objekttrager mit aufgesetzter Flusszelle wird durch eine in der hausinternen mecha-
nischen Werkstatt hergestellten kardanischen Halterung an das hemizylindrische Pris-
ma gedriickt (siehe dazu Abbildung ) Ein grenzflichenfreier Ubergang zwischen
Prisma und Objekttréager wird durch ein Immersionsol erreicht, das den gleichen Bre-
chungindex wie das Prisma und der Objekttrager besitzt.

Eine kardanische Halterung verteilt den Anpressdruck gleichméfig auf die gesamte
Objekttrageroberfliche. Dadurch werden Spannungen im Objekttrager vermieden, die

durch eine ungleichméfige Verteilung des Anpressdrucks resultieren kann [SU91| [WCWZ04].

. Glasdeckel
PDMS

Objekttrager

Goldschichten

Abbildung 3.16: Komponenten der Flusszelle
Abbildung (3.17)) zeigt ein Photo einer Flusszelle. Auf den Glasdeckel im Bereich der

Einlass- bzw. Auslasstffnungen sind Quader aus Plexiglas geklebt, in die Locher gebohrt

sind, die sich direkt iiber den Offnungen befinden. Diese Quader dienen zur Befestigung

71



3 Messaufbau

Abbildung 3.17: Foto eines Objekttrigers mit aufgesetzter Flusszelle

der Schlduche. Die PDMS-Schicht ist auf dem Foto nicht zu sehen, da sie nur 100 pm

diinn und transparent ist.

72



4 Messergebnisse und Diskussion

Um das elektronische Rauschen zu ermitteln, das die Auflésung des Sensors bestimmt,
wurde das Signal bei einer mit Wasser gefluteten Flusszelle iiber zehn Millisekunden auf-
genommen. Dafiir wurden zunéchst nur zwei Quadranten der Photodiode (A,B) genutzt.

Das Summensignal A 4+ B betrug dabei ca. 5V.

A-BiA+B [V]
=
%
=
£
:
>3
=
—
z
%
E=
=

1 | | |
4.000 6,000 8.000 10,000
Zeit [ms]

Abbildung 4.1: Signal fp—r_g einer mit Wasser gefluteten Flusszelle

Abbildung (4.1)) zeigt das Ergebnis dieser Messung. Zusétzlich zu dieser Grafik wur-
den die Messwerte in eine Textdatei ausgegeben und aus ihnen die empirische Varianz

bzw. Stichprobenvarianz

2 1 al —\2
s :m-Z(:ﬂi—x) (4.1)
=1

der Messung berechnet.
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4 Messergebnisse und Diskussion

Die empirische Varianz ist ein Mafs fiir die Streubreite von Daten aus einer Stichprobe.
Die Quadratwurzel aus der empirischen Varianz ist die empirische Standardabweichung
s [Wik]. Sie dient als Maf fiir das Signal-Rausch-Verhéltnis des Biosensors.

Die aus den Messwerten berechnete empirische Standardabweichung betragt

s =1,3-10"* V. Gemiif der Steigung in Abbildung von 1,33 ﬁ ergibt diese
Standardabweichung eine Winkelauflosung von 9,9-107° Grad. Aus der Sensitivitit des
Sensors von 194,74 % ergibt sich eine Auflésung beziiglich des Brechungsindex von
6,7-1077 RIU.

Im Folgenden soll die Funktionstiichtigkeit des Biosensors anhand einer Messung tiber-
priift werden. Dazu wurden ein etwa 3,9 und ein 1,7 massenprozentiges' Ethanol-Wasser-
Gemisch hergestellt. Die Brechungsindizes dieser beiden Gemische sind gerade so grof,
dass sie beziiglich der theoretisch bestimmten Sensitivitét eine Resonanzwinkelanderung
von +0,35 (nahe dem Maximum des linearen Bereiches) bzw. +0,15 Grad und damit
Signale von 0,45 bzw. 0,2 Volt erzeugen sollen?. Beide Brechungsindizes wurden anhand
eines Fits von Daten aus |[Lid05| iiber die Brechungsindizes von verschiedenen Ethanol-
konzentrationen in Wasser berechnet. Im Wechsel mit entionisiertem Wasser wurde die

Flusszelle mit diesen Gemischen geflutet.

A-Bla+BI[V]

I 0
104 207 311 415
Zeit [s]

Abbildung 4.2: Messung der Ethanol-Wasser-Gemische

Lentspricht einem 4,9 bzw. 2,1 volumenprozentigem Gemisch
2n3 9mo = 1.33537, ny 7mo = 1.33402
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Abbildung zeigt das Ergebnis der Messung der verschiedenen Ethanolkonzen-
trationen. Die Messung erstreckte sich iiber einen Zeitraum von 415 Sekunden. Anfangs
floss entionisiertes Wasser durch die Flusszelle. In dieser Phase wurde das Signal auf
Null geeicht.

Daraufhin wurde die Flusszelle mit dem 1,7 massenprozentigen Ethanol-Wasser-Gemisch
geflutet. Dies ist in Abbildung durch den Anstieg auf ca. 0,2 Volt zu sehen, der sehr
gut mit dem theoretisch erwarteten Wert tibereinstimmt. Im Anschluss daran wurde die
Flusszelle wieder mit entionisiertem Wasser geflutet, welches sich durch das Sinken des
Signals auf Null bemerkbar macht.

Daran anschlieffend stromte das 3,9 massenprozentige Gemisch durch die Flusszelle. Die-
ses Gemisch lief das Signal auf etwa 0,46 Volt ansteigen. Dieser Wert stimmt ebenfalls
gut mit dem vorher errechneten Wert iiberein. Im Folgenden wurden abwechselnd die
drei verschiedenen Fliissigkeiten eingeleitet. Die gemessenen Signaldnderungen entspra-
chen auch dabei den vorherigen Ergebnissen.

Das Ansteigen des Signal auf zunéchst 0,3 Volt bei dem zweiten und dritten Einlass des
1,7 prozentigen Gemisches ist damit zu erkldren, dass sich in dem verwendeten Schlauch-
system Reste des hoherprozentigen Gemisches befanden, welche das Signal auf 0,3 Volt
anwachsen liefsen. Dieser Rest wurde nach kurzer Zeit durch die 1,7 prozentige Losung
weggespiilt und das Signal fiel wieder auf die erwarteten 0,2 Volt. Dies wird dadurch
untermauert, dass das Signal bei dem ersten Durchfluss des 1,7 prozentigen Gemisches
zu Beginn der Messung nicht diesen Anstieg zeigte.

Diese Messung wurde noch ohne parallele Referenzmessung durchgefiihrt. Dementspre-
chend war dem Signal thermisches und mechanisches Rauschen iiberlagert. Dieses Rau-
schen wird durch eine Referenzmessung eliminiert wodurch sich die Auflésung deutlich
verbessert.

Die am Markt etabliertesten, kommerziellen SPR-Biosensoren der Firma PHARMACIA
BIOSENSOR, die sogenannten BIACORE - Geriite, besitzen eine Auflssung von 1074
Grad bzw. 1076 RIU [RB95]. Diese Auflésung ist um einen Faktor 1,5 schlechter als die
bisher erreichte Genauigkeit des hier vorgestellten Sensors.

Um eine bessere Vorstellung tiber das Auflésungsvermogen eines SPR - Biosensors zu
bekommen, soll im Folgenden das gréfste menschliche Protein, das Titin, betrachtet
werden. Titin besitzt eine molekulare Grofe von 3600 kDa [Wik]. Dies entspricht ei-
ner Masse von ca. 6 -107? pg. Nach [RB95] enspricht die Auflésung der BIACORE -
Geriéite eine kleinst moglich detektierbare Titin - Oberflichenkonzentrationsénderung
von 1-10712

Molekiilen auf einem Quadratmillimeter aufgelést werden.

#. Damit konnte die Bindung von ca. 167 Millionen einzelnen Titin -

Mit der bisher erreichten Auflésung des hier vorgestellten Biosensors lassen sich etwa
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4 Messergebnisse und Diskussion

112 Millionen einzelne Titin - Molekiile pro Quadratmillimeter auflésen.
Zur Auflésung eines einzelnen Titin - Molekiils pro Quadratmillimeter miisste dement-
sprechend die Auflosung etwa 6 - 10715 RIU betragen.
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5 Zusammenfassung und
Ausblick

Ziel dieser Arbeit war es, einen nicht-kommerziellen Oberflichenplasmonenresonanz-
Biosensor mit hoher Auflésung aufzubauen, der Weiterentwicklungen und Anpassungen
auf bestimmte Problemstellungen ermdoglicht.

Aufbauend auf der Oberflichenplasmonenresonanzspektroskopie lassen sich Biosen-
soren bauen, mit denen die Detektion geringer Stoffmengen und Konzentrationsénde-
rungen sowie markierungsfreie Untersuchungen der Kinetik biomolekularer Reaktionen
und Konformationsinderung von Proteinen mdoglich sind. So kénnen Proteine in ihrer
nativen Form untersucht werden.

Oberflachenplasmonen sind Elektronendichteoszillationen an Metall / Dielektrikum -
Grenzschichten, die mit evaneszentem Licht gekoppelt sind. Die Resonanzbedingungen
héngen stark von dem Brechungsindex des Dielektrikums ab, welches an das Metall
angrenzen. Fiir Biosensoren hat sich die Kretschmann-Raether-Methode als zweckmé-
Rig erwiesen, um die Oberflichenplasmonenresonanzspektroskopie zu realisieren. Ein
p-polarisierter, auf die Goldschicht fokussierter Laserstrahl trifft durch ein Prisma auf
einen nur 48 nm diinnen Goldfilm. Unter einem bestimmten Winkel tritt im reflektier-
ten Licht eine dunkle Linie, der sogenannte Resonanz-Dip, auf, der auf die Oberfla-
chenplasmonenresonanz zuriickzufithren ist. Durch Anderung des Brechungsindex des
angrenzenden Mediums wandert diese dunkle Linie aufgrund der Anderung des Reso-
nanzwinkels. Beide Anderungen sind proportional zueinander. Dies bildet die Grundlage
der Oberflichenplasmonenresonanzspektroskopie.

Um hohe Auflésungen in der Lokalisierbarkeit des Dips zu erreichen, muss das Rau-
schen des Signals so gering wie moglich sein. Rauschquellen sind thermisches Rauschen,
mechanisches Rauschen, Fluktuationen in der Lichtintensitdt sowie das Rauschen der
Elektronik.

Fiir den hier vorgestellten Biosensor wird die Dip-Anderung mit Hilfe eines Quadran-
tenphotodetektors aufgenommen. Um das thermische und mechanische Rauschen zu

minimieren, wird eine Referenzmessung parallel unter den gleichen Bedingungen durch-
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5 Zusammenfassung und Ausblick

gefiihrt. Die Messsignale der Referenzmessung, in denen ebenso wie in den Signalen
der Probenmessung die Stérungen durch thermisches und mechanisches Rauschen ent-
halten sind, werden von denen der Probenmessung subtrahiert. Somit resultiert ein
weitestgehend rauschfreies Signal beziiglich des thermischen und mechanischen Rau-
schens. Fluktuationen in der Lichtintensitdt des Lasers werden durch die Normierung
der Signale eliminiert. Somit ist die Auflésung des Sensors hauptséchlich vom Rauschen
der Elektronik abhéngig.

Die Auflésung bedingt durch das elektronische Rauschen liegt bei dem hier vorgestell-
ten Biosensor bei 6.7-10~7 RIU. Die Auflésung ist um einen Faktor 1,5 hoher als die von
kommerziellen BIACORE - Gerdten der schwedischen Firma PHARMACIA BIOSENSORS.

Die Funktionstiichtigkeit des Sensors wurde anhand einer Messung von verschiedenen
Alkoholkonzentrationen in Wasser gezeigt. Die ermittelten Messergebnisse sind in guter
Ubereinstimmung mit den zuvor theoretisch bestimmten Werten.

Fiir die Zukunft ist die Inbetriebnahme des referenzierenden Messmodus geplant, der
dann die Auflésung um einen Faktor von ca. Zehn erhohen wird. Mit diesem Sensor
sind dann hochauflésende Untersuchungen von biomolekularen Reaktionen moglich.

Weitere Méglichkeiten, die Auflésung des Sensors zu erhéhen, liegen in der Zusammen-
setzung und Beschaffenheit der aktiven Sensoroberflichen. Neben den bisher verwende-
ten Gold-Monoschichten lassen sich Mehrfachschichten aus verschiedenen Materialien
verwenden. Interessante Anséitze liefern dafiir die Arbeiten [EN95| und [NTHY0I]. In
den Arbeiten wurden Doppelschichten aus Silber / Gold (JEN95]) bzw. Doppelschich-
ten aus einem Stoff, der etwa den gleichen Brechungsindex wie das Losungsmittel der
Analytmolekiile besitzt, und Gold [NTHYO0I| verwendet. Durch die Verwendung sol-
cher Doppelschichten lassen sich schmalere Resonanzminima erzeugen. Dies fiihrt zu
weiteren Verbesserungen in der Auflésung von SPR - Biosensoren. In [NTHYO0I] wird
zusétzlich von einer Erhéhung der Sensitivitat berichtet.

Um die Detektionsempfindlichkeit des Sensors zu erhéhen, ist eine Optimierung der
Form der aktiven Sensoroberfliche erforderlich. Je kleiner die aktive Flache ist, desto
empfindlicher wird der Sensor.

Desweiteren ist fiir die Zukunft die Entwicklung neuer Mikrofluidik-Plattformen ge-
plant, die es ermdglichen sollen, den Biosensor in der Einzelzellanalyse einzusetzen.
Aufgrund der guten Weiterentwicklungsmoglichkeiten, die dieser Aufbau bietet, kann
der Sensor auf verschiedene Problemstellungen im Bereich der Bioanalytik angepasst
werden und stellt somit eine wertvolle Erweiterung der bioanalytischen Untersuchungs-

methoden dar.
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