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I. Kurze Darstellung

1. Aufgabenstellung

Ziel des Vorhabens PlasmonBioSense war die Entwicklung und Erprobung neuartiger
multifunktionaler plasmonischer Sensor-Substrates flir Einsdatze in der lokalisierten
Oberflachenplasmonenresonanz-Spektroskopie (LSPR, localized surface plasmon resonance,
Leibniz-IPHT) und der oberflachenverstarkten Raman-Spektroskopie SERS (surface enhanced
Raman spectroscopy, japanische Partner). Diese Nanostrukturen sollten durch die Kombination
einer kostenglinstigen Replikationstechnik, der Nanoimprint-Lithographie (NIL), mit chemisch
synthetisierten plasmonischen Nanopartikeln hergestellt werden. Mittels NIL sollten Nanoholes
erzeugt werden, die als Grundstruktur fiir die gezielte Kombination einzelner Nanopartikel zu
einer komplexen Hybrid-Nanostruktur mit erhdéhter Sensitivitat dienten. Diese Steigerung wird
durch die Kombination der Partikelplasmonen-Resonanzen erreicht, was zu einem eine extrem
hohe lokale Verstarkung des elektromagnetischen Feldes und damit hochste Sensitivitat in LSPR
und in SERS fihrt.

2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefiuhrt wurde

Vor Projektbeginn wurden am Leibniz-IPHT folgende projektrelevante Arbeiten durchgefiihrt
bzw. waren als Expertise vorhanden: Das Leibniz-IPHT-Team verfligte bereits Gber Expertise im
Bereich der Herstellung plasmonischer Nanopartikel, Nanopartikel-basierter Sensoren,
Sensorentwicklung, LSPR-Sensorik, sowie Anwendungsentwicklung im Bereich der DNA-Analytik.

1



3. Planung und Ablauf des Vorhabens

Im Rahmen des Verbundprojekts PlasmonBioSense wurden neuartige Hybridnanostrukturen
entwickelt, die eine hohere Empfindlichkeit, als herkdmmliche Nanostrukturen aufweisen. Das
Leibniz-IPHT Team hatte dabei drei wesentliche Arbeitsziele: das Design und die Herstellung von
Hybrid-Nanostrukturen, die Biofunktionalisierung und Sensorrealisierung und die Validierung
innovativer Hybrid-Nanostrukturen fiir LSPR-Sensorik in der Diagnostischen, wie zB. der DNA-
Analytik. Die Arbeiten konzentrierten sich auf Design, Herstellung und Sensorrealisierung.
Zahlreiche Simulationen unterstltzten das Design und die Herstellung der komplexen
innovativen Hybrid-Nanostrukturen. Das Design fir die LSPR-Sensoren wurde aufgrund der
potentiellen Vielfalt an unterschiedlichen Geometrien wadhrend der Projektlaufzeit
hauptsachlich auf spharische und prismatische Goldpartikel reduziert. Dabei spielten die
Lochgeometrie, die Form und die Anzahl der Nanopartikel, sowie deren Abstande im Hybrid-
Nanostrukturdesign eine wichtige Rolle. Insgesamt war dieser Teil der Arbeiten deutlich
aufwandiger als urspriinglich im Projekt vorgesehen.

Fiir die Synthese der Nanopartikel konnten neue, zum Teil innovative mikrofluidische Methoden
entwickelt werden, die eine hohe Syntheseausbeute der Goldprismen erméglichen [1, 2]. Diese
Methode ist auch die Grundlage fiir die Herstellung der Hybridstrukturen. Bei der Herstellung
der Hybridnanostrukturen konnte das urspriinglich angedachte Konzept nicht realisiert werden.
Hier wurde ein vergleichbares neues Konzept mit Oberflachenfunktionalisierung der Substrate,
Immobilisierung der Partikel durch Selbstassemblierung und Lifting der Polymerschicht
entwickelt, das eine reproduzierbare Herstellung der Hybridstrukturen ermoglichte. Damit
konnten LSPR-Sensoren realisiert werden. Zur Charakterisierung der erzeugten Hybrid-
Nanosensoren wurden wiederum aufwendige Untersuchungen durchgefihrt, auch um die
erhohte Empfindlichkeit nachzuweisen. Einzelne Hybrid-Nanostrukturen wurden mit LbL-
Modellanalyten beschichtet und so die Resonanzverschiebung quantifiziert und so die
Sensitivitat ermittelt. Die Biofunktionalisierung der Nanostrukturen und der Bindungschemie
wurden mittels LSPR-Messungen an Nanopartikeln fir DNA [3] und Entziindungs-Biomarker [4]
Detektion gepriift und schlieRlich auch diagnostische Tests durchgefiihrt.

Die Arbeiten am Leibniz-IPHT zum Design der Hybridstrukturen wurden in enger
Zusammenarbeit mit Temicon durchgefiihrt. Das gesamte Konzept fir die Herstellung der LSPR-
Sensoren musste Uberarbeitet werden und gemeinsam wurde ein neuer Lift-off-Prozess
entwickelt. Am Leibniz-IPHT wurden E-Beam-Pramaster fiir die LSPR-Stempelmaster entwickelt
und weitere Schritte der Sensorherstellung begleitet. Am Leibniz-IPHT wurden zusammen mit
den Partnern (AIST, Furuno und Tanaka) Pramaster fiur die NIL-Masken fir
Wellenleiterstrukturen entworfen und hergestellt. Furuno hat dabei Sensoren auf Basis von
Wellenleiterstrukturen realisiert und plant diese zu kommerzialisieren, AIST hat zusammen mit
Tanaka SERS- und EC-SERS-Sensoren mit Hilfe von Temicon realisiert und getestet. Auch hier
besteht die Vision, ein Produkt zu entwickeln. Im Rahmen der Kooperation wurde AIST auch in
der Nanopartikelsynthese und Oberflachenchemie, sowie -Funktionalisierung durch das Leibniz-
IPHT-Team geschult. Insgesamt fand ein effizienter Wissenstransfer fiir alle beteiligten Partner
statt und durch die Kooperationen wurden die Partner in Netzwerke eingebunden. Auch wenn



aufgrund anfanglicher Corona-Hirden vieles auf die Online-Kommunikation verlagert werden
musste und langsamer anlief, konnten alle Partner von der Zusammenarbeit profitieren.

4. wissenschaftlicher und technischer Stand, an dem angeknupft wurde

Das Feld zur Herstellung von Signalwandlern in der optischen Biosensorik, wie z.B. LSPR-
Sensoren, entwickelt sich rasant. Vor Projektbeginn fehlten jedoch Ansatze fir reproduzierbare
und kostengtinstige Herstellungsmethoden fiir Sensorsubstrate. In der LSPR-basierten Sensorik
wurden viele neue und innovative Nanostrukturen entwickelt, die jedoch keine ausreichende
Empfindlichkeit aufwiesen. Im Projekt PlasmonBioSense sollte dieses Problem angegangen
werden. Ansatzpunkte boten zahlreiche theoretische Arbeiten aus dem Bereich der Biophotonik
und Plasmonik zur moglichen Steigerung der Empfindlichkeit von Nanostrukturen durch
Resonanzkopplung und Formanisotropie. Es fehlte jedoch die praktische Umsetzung, komplexe
Nanostrukturen mit erhohter Sensitivitat, die gleichzeitig nicht mit einem seriellen
Fertigungsweg hergestellt werden kénnen. Hier wurden die Entwicklungen zu plasmonischen
Nanopartikeln, die der Forschungsschwerpunkt der Leibniz-IPHT AG darstellen, als Basis der
Entwicklung gesetzt.

5. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Im Rahmen eines weiteren Forschungsprojektes mit Kolumbien wurden theoretische
Simulationen einiger der geplanten Hybrid-Nanostrukturen durchgefiihrt. Diese dienten als
Vergleich zu den eigenen Simulationen. Ein Projekt, das auf den Ergebnissen dieses Projektes
aufbaut, wurde erfolgreich als BMBF WTZ-Projekt mit armenischen Partnern eingeworben.
Dieses Projekt konzentriert sich auf die Resonanzkopplung von plasmonischen Nanopartikeln,
die zu einer verbesserten Diagnostik fihren kénnten.

Teil Il: Ausfuhrlicher Sachbericht

1. Verwendung der Zuwendung und des erzielten Ergebnisses im Einzelnen, mit
Gegenuberstellung der vorgegebenen Ziele
In der Vorhaben PlasmonBioSense wurden von der Leibniz-IPHT Team drei Schwerpunkte
bearbeitet:
e Design und die Herstellung von Hybrid-Nanostrukturen
e Biofunktionalisierung und Sensorrealisierung
e Validierung innovativer Hybrid-Nanostrukturen fiir LSPR-Sensorik in der diagnostischen
DNA-Analytik
Fiir das Design der Hybrid-Nanostrukturen mit hoheren Sensitivititen wurden zuerst die
wichtigsten Kernparameter fiir den Gesamtmatrix fiir die Simulationen bestimmt:
e GroBe und Form der Nanoholes: Zylindrischer Schlitz, linearer Schlitz
e Material, GroRe und Form der Nanopartikel: Au-, Ag-Spharen, Au-Wirfel, Au-, Ag-
Nanoprismen, Au-Nanostdbchen, Au-Nanosterne
e Menge der Nanopartikel pro Loch: 1-7
e Abstimmung des Abstands der eingesetzten Nanopartikel:
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o Nach LochgroRe
o Evt. durch nachtragliche Metallabscheidung
e Abstimmung der Periodizitat:

o P < Nanostruktur

o P> Nanostruktur
Die Simulationen waren durch die Vielfalt an Parameter so komplex, dass schlieRlich die
Parameterkomplex reduziert wurde auf wenige Parameter. Wahrend bei den einzelnen
Nanostrukturen alle Partikelformen bericksichtigt wurden, wurde bei den hybriden
Nanostrukturen nur die spharische Form und das Material Gold berticksichtigt. Die Simulationen
der Hybridnanostrukturen-Spektren wurden zuerst mit COMSOL, spater mittels der pyGDM
Green Dyadic Method (GDM) in Python realisiert und auch mit eine externe
Kooperationspartnern aus Kolumbien mit deren COMSOL-Simulationen verglichen. Dabei lag
der Schwerpunkt auf Partikelpaare (Abb.1) mit kleinen Abstdanden und kombinierten
Plasmonresonanzen, an Prismen-basierte Strukturen und Nanoblumen (Nanoflower) bestehend
aus 6 oder 7 Nanosphdren, welche Fanoresonanzen zeigen konnten. Als Referenz dienten
immer die Einzelnanopartikeln.
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Abbildung 1. Python- und Comsol-Simulationen fur kombinierte Partikelpaare als Funktion des Abstands
zwischen den Partikeln.

Bei den Dimeren und Nanoblumen konnte aulerdem eine Distanzabhangige Verhalten ermittelt
werden (Abb.2). In allen Kombinationen wurden die zu erwartende Spektren simuliert, sowie
deren Brechzahlindex-Sensitivitat, als quantitative Beschreibung der Sensorkapazitat (Tabelle 1
und Abb. 3). Insgesamt zeigten formanisotrope Strukturen in den Simulationen komplexere
Spektren und meist einen Resonanzpeak bei hoheren Wellenlangen, was eine Voraussetzung fir
eine héhere Empfindlichkeit ist.

Fiir hybride Nanostrukturen waren die Sensitivitdten grundsatzlich héher als fur Einzelpartikel.
Bei starker Kopplung der Partikelresonanzen in Partikelpaaren trat ein Hybridresonanzpeak bei
hoheren Wellenldangen auf, was auf eine erhohte Empfindlichkeit solcher Strukturen hinweist.
Diese Hinweise aus den Simulationen mussten nach der Realisierung der Hybrid-Nanostrukturen
durch experimentelle Daten bestatigt werden.
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Abbildung 2. Comsol-Simulationen fiir kombinierte Partikelpaare und Nanoblumen zeigen eine starke
Abhéngigkeit der Resonanzen vom Abstand zwischen den Partikeln.

Tabelle 1: Theoretisch bestimmte Empfindlichkeiten von Nanostrukturen

Structures Bulk Sensitivity, S nm/RIU
Single particles 137
Prisms 198
Dimers (no interparticle gap) | 182 | 485
Hexamer 578
Heptamer 354 | 578(750)
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Abbildung 3. LSP-Resonanzen der Nanostrukturen in zwei verschiedenen Medien um die
Nanostrukturen mit unterschiedlichem Brechungsindex.

Ein erster wichtiger Parameter fiir die Sensorrealisierung, d.h. die Herstellung der neuen
Sensorstrukturen, war die kolloidale Synthese von plasmonischen Nanopartikeln mit gezielten
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optischen Eigenschaften. Dabei wurden neben spharischen auch prismatische Goldpartikel
ausgewahlt, weil diese laut Literaturangaben eine hohere Empfindlichkeit bei gleichzeitig guter
Langzeitstabilitdt aufweisen, was bei Silbernanopartikeln leider nicht der Fall ist [5]. Es wurde
eine Dreischritt-Synthese ausgewahlt, mit dem Ziel diese spater teilweise in mikrofluidische
Methoden umzusetzen [6]. Diese sollte eine bessere PartikelgroBenverteilung und hohere
Syntheseausbeute gewahrleisten. Die urspriingliche Synthesedauer von vier Tagen konnte durch
Optimierung auf einen Tag abgekiirzt werden. Diese Optimierung wurde in 2021 publiziert [1].
AnschlieBend wurden Studien zur Optimierung der mikrofluidischen Synthese durchgefiihrt. Ziel
war es, im ersten Syntheseschritt (Seed-Synthese) eine hohere Syntheseausbeute fiir die
Prismen Herstellung zu erzielen. Die Verkiirzung und Optimierung der Synthese konnte
erfolgreich demonstriert werden (Abb. 4).
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Abbildung 4. Schematische Darstellung der Mikrofluidik-Seed-Produktion und der abgekurzten
Syntheseroute flr Gold-Nanoprismen.

Bei der Einflihrung dieses mikrofluidischen Syntheseschrittes zeigten sich jedoch grundlegende
Aspekte des komplexen Reaktionsmechanismus, die in Zukunft noch geklart werden missen.
Die GroBe der resultierenden Seedpartikel war selbst flir die hochauflosende
Elektronenmikroskopie (HR-TEM) an der Grenze des Machbaren, so dass die Charakterisierung
extrem schwierig war [7]. Die Ursache fir die mit der Batch-Synthese vergleichbare
Syntheseausbeute lag, wie bereits vermutet, im kristallographischen Prinzip der
Formanisotropie: Die erzeugten Seed-Nanopartikel waren perfekt einkristallin und wiesen zu
wenige Kristallfehler auf (Abb. 5), weshalb sie fiir die Formanisotropie-Bildung weniger geeignet
waren.
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Abbildung 5. HR-TEM Charakterisierung der Seeds aus Batch-, und mikrofluidischen Synthese zeigt
neben dem GroRRenunterschied auch Unterschiede in der Kristallstruktur.

Leider konnte die erhoffte hohe Syntheseausbeute nicht erreicht werden. Trotzdem wiesen die
mikrofluidisch synthetisierten Goldprismen eine engere PartikelgroRenverteilung auf, was eine
bessere Anwendbarkeit in der LSPR-Sensorik ermoglicht (Abb. 6).

Purified Triangles from Microfluidic Primary Seeds

Abbildung 6. TEM-Aufnahmen von Goldnanoprismen aus optimierter mikrofluidischer Synthese. Die
Zahlen zeigen die verwendete Menge an Ubergangskeimen, die ein Parameter fiir die GroReneinstellung
bei der Synthese der Nanoprismen ist.

Weitere Untersuchungen wurden durchgefiihrt, um die Goldprismen fiir die Immobilisierung zu
modifizieren und die erhdhte Empfindlichkeit gegeniiber spharischen Nanopartikeln zu
charakterisieren (Abb. 7). Diese Ergebnisse wurden inzwischen als Publikation eingereicht.

Parallel zu den Nanoprismen-Experimenten wurden Versuche zur Etablierung der Nanopartikel-

Implementierung, d.h. zur Sensorherstellung, durchgefiihrt. Hierfir wurden hauptsachlich
spharische Goldnanopartikel verwendet. Analog zum Grundkonzept der Sensorherstellung
sollten mit Hilfe der NIL-Technik verformbare Polymere strukturiert und diese Nanoldcher
anschlieBend selektiv mit Nanopartikeln gefillt werden. Dazu wurden drei gangige Lacktypen
der Firma Temicon mit der Funktionalisierungschemie getestet.
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Abbildung 7. Vergleich der Empfindlichkeit von Goldnanoprismen (AuNT) mit anderen Formen von
Goldnanopartikeln. Die Empfindlichkeit bezieht sich auf die Losungen der Nanopartikel und dient als
erster Naherungswert fir die Sensitivitat der Sensoren.

Die  Polymersubstrate von Temicon wurden mit der Oberflichenchemie 3-
Aminopropyltriethoxysilan behandelt. Leider zeigte sich, dass die Funktionalisierung nicht
selektiv genug war, so dass der Herstellungsprozess modifiziert werden musste. Das Konzept
sieht die Verwendung von inertem PMMA als Opferschicht unter dem NIL-Polymer vor. Dieses
sollte die Herstellung von Nanoholes ermoglichen. Zur Etablierung des hybriden
Nanostrukturdesigns wurden daher EBL-Strukturen mit variierenden Strukturdimensionen in
PMMA als Polymer hergestellt. An diesen Strukturen wurde auch die Herstellungsmethode zur
selektiven Fillung der Nanolocher getestet (Abb. 8). Insgesamt wurden 11 verschiedene
Generationen von Strukturen hergestellt und getestet. Darunter variierten die GroRen fir
zylindrische Loécher zwischen 122 und 383 nm mit Perioden von 400 bis 2000 nm. Bei den
linearen schlitzformigen Lochern variierten die GroRRen von 73 bis 370 nm in der Breite und 82
bis 876 nm in der Lange.

Die Nanopartikel-Implementationsexperimente wurden primar mit Nanospharen und im groRRen
MaBstab durchgefiihrt und die erzeugten Hybrid-Nanostrukturen mittels AFM, REM,
Mikrospektroskopie und Dunkelfeldmikroskopie sehr umfassend charakterisiert. Da sowohl die
NIL-Polymere von Temicon als auch das Material PMMA mit der Immobilisierungschemie nicht
selektiv geschitzt werden konnten, wurde die Herstellung der Hybridstrukturen modifiziert und
zusatzlich das Herstellungspunkt-Lifting eingefiihrt (Abb. 9).

Das Lifting war der schwierigste Prozess bei der Herstellung der Sensoren. Hierzu wurden
verschiedene Ldsungsmittel, Inkubationstemperaturen und -zeiten untersucht und ein
optimales Protokoll entwickelt. Nach umfangreicher Parameteroptimierung konnten die Hybrid-
Nanostrukturen reproduzierbar hergestellt werden. Bei diesem Verfahren wurden zwei
organische Losungsmittel hintereinander in einem genau temperierten Ultraschallbad
verwendet. Ein groRer Vorteil dieser Methode ist, dass praktisch keine stérenden
Hintergrundstrukturen gebildet werden - nach dem Lifting liegt ein definiertes Array von
Hybridstrukturen vor.
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Abbildung 8. Dunkelfeldaufnahmen der Test-Sensorfelder mit variierenden Strukturdimensionen und
rasterelektronenmikroskopische (REM) Aufnahmen von Feld A und D mit zylindrischen und
schlitzférmigen Locherarray.
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Abbildung 9. Schritte des Herstellungsprozesses. Dunkelfeldmikroskopische Aufnahmen des
Sensorchips vor dem Prozess, nach der APTES-Silanisierung und Nanopartikelabscheidung, sowie nach
dem Liften der Polymerschicht.

Die Art der Partikelimmobilisierung hatte ebenfalls einen groRen Einfluss auf die Herstellung der
Nanosensoren. Zunachst wurden verschiedene Silanisierungswege wie Gasphasen-
Funktionalisierung und nasschemische Inkubation, sowie die Rolle der Aktivierung mit
Sauerstoffplasma etc. getestet. Um den Fillungseffizienz der Locher mit Nanopartikeln zu
erhohen, wurde den Partikellésungen zuséatzlich Ethanol zugesetzt (Tab. 2). Eine Verlangerung
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der Inkubationszeit wahrend der Partikelimmobilisierung fihrte zu keiner Erhéhung des
Fillgrades.

Tabelle 2: Fillgrad der Nanoldcher in Abhéangigkeit vom Ethanolzusatz.

A B C D E F G H [

Overall %

04 18 78 168 83 27 130 80 114 7.8
48 56 740 435 46.7 104 68 121 88 236
04 20 359 246 469 270 306 483 545 300
09 23 76 114 141 11.0 44 7.8 44 71
00 05 11 1.2 0.6 0.1 0.4 0.8 05 0.6

Die Charakterisierung der zahlreichen resultierenden Einzel- und Hybrid-Nanostrukturen
erfolgte mittels Dunkelfeldmikroskopie (Streuquerschnitt und Streufarbe), Mikrospektroskopie
(Streuspektren), AFM und REM (Topographie) (Abb. 10).

Dark-field microscopy Microspectroscopy

i\

Abbildung 10. Korrelative Charakterisierung der Nanostrukturen. Dunkelfeldaufnahmen; AFM-
Aufnahmen der gleichen Region und mikrospektroskopisch ermittelte Streuspektren der Nanostrukturen.

Die Simulationen konnten mit den realen Spektren verglichen werden. Die Anzahl der
gekoppelten Nanospharen bestimmt die optischen Eigenschaften (Absorption und Streuung) der
hybriden Nanostrukturen. Die erreichte Anzahl von Nanospharen pro Loch variierte mit deren
GroRRe und Form (Abb. 11). Auch die Effizienz der Fillung hing davon ab und nahm mit
steigendem Durchmesser zu. Es wurden verschiedene Einzel- und Hybrid-Nanostrukturen
hergestellt und umfassend untersucht (Tab. 3).
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Abbildung 11. Erzeugte Nanostrukturen-Typen in Abhang|gke|t von LochgréBe und -form mit
Dunkelfeldaufnahmen des Nanoarrays.

Tabelle 3: Klassifizierung der erzeugten Nanostrukturen

Helalole
o~ %
~ fa
= £ S
Pentamers ﬂ E
— DDNHEE

Die erzeugten Einzel- und Hybridstrukturen wurden mit den Simulationen verglichen.

Single
Particles

Heptamers

Tatsachlich zeigten die Streuspektren vergleichbare Eigenschaften wie in den Simulationen mit
geringen Abweichungen, was auf die exakte Partikelform und -gréBe der realen Proben
zurlickzufiihren ist. Als Referenz wurden immer die Gold-Einzelspharen verwendet (Abb. 12).
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Abbildung 12. Vergleich der Simulationen und der realen Streuspektren von Gold-Nanosphéaren, sowie
Abhangigkeit der LSP-Resonanz von der Partikeldurchmesser (unten).

Einige Beispiele der verschiedenen Nanostrukturen sind in Abbildung 13 dargestellt, wobei
Dimere, die sich berihren, durch einen charakteristischen Doppelpeak gekennzeichnet sind, wie

er bereits in den Simulationen beobachtet wurde. Trimere und Tetramere zeigten im Gegensatz
zu den Simulationen komplexere Spektren, die einer weiteren Klarung bediirfen.
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Abbildung 13. Reale Streuspektren verschiedener Nanostrukturen mit korrelierten AFM-Aufnahmen.

Fiir die Nanoflowers konnten jedoch die in den Simulationen ermittelten Streueigenschaften
bestatigt werden (Abb. 14). Insgesamt bestatigten die Ergebnisse die theoretischen
Simulationen, die der Strukturdesign zugrunde lagen (Abb. 15).
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Abbildung 14. Vergleich von Simulationsspektren und realen Spektren von Nanoflowers. Beide zeigen
komplexe Steuspektren mit einem angedeuteten Fano-Resonanzmuster.
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Abbildung 15. Vergleich der Spektren verschiedener Nanostrukturen.

Nach elf Generationen EBL-Modellstrukturen, der Optimierung der Befiillung und Einbeziehung
der Simulationen wurden die vier besten Sensordesigns fiir die Pramaster ausgewahlt:
zylindrische Locher und elongierte Locher als Elementarzelle mit verschiedenen
Partikelfillungen (Abb. 16/17). Parallel dazu wurde in Zusammenarbeit mit Temicon das Lifting-
Verfahren fiir die Sensorherstellung angepasst (Tab. 4). Temicon testete das PMMA fir die EBL-
Pramaskierung mit ihrem Polymer fiir das Lifting.
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Abbildung 16. Dimensionen der Elementarzellen der kombinierte Nanostrukturen als LSPR-Sensoren.
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Abbildung 17. Mikroarray-Anordnung der Hybridnanostrukturen fir LSPR-Multiplex-Assays und der NIL-
Substrat.

Tabelle 4: Neue Prozessschema der Sensorherstellung

Prozessschritt Beschreibung Verant-
wortlich

la Mastererstellung E-Beam, PMMA auf Wafer IPHT
1b  Substratbeschichtung ~150nm PMMA auf IPHT
Substrat
2  Stempelerstellung Nickelgalvanik, Softmold : - temicon
per UV NIL von E- 1
Beammaster (1a)
3 Strukturierung UV NIL auf PMMA-Layer : : | temicon
von Glassubstrat (1b) pMI :
4 Atzschritt Plasmagtzen UV-Lack und S temicon
PMMA bis Glasinterface ;
5  Applikation Aktivierung, Nanopartikel 22000 80 S0 582902 o 22,22  |pPHT
Nanopartikel Disposition 0000 0000 M 0000 0000
6  Lift-Off Auflésen PMMA Schicht, IPHT
Lift-Off des unloslichen UV- 0000 0000 Qoo 0000
Lacks Glassubstrat
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Fir die LSPR-Sensormessungen wurden die Sensorchips ins Mikrofluidische Kammern
implementiert (Abb. 18).

sensor chip

Abbildung 18. Mikrofluidische Halterung der Sensorchips und der ensLSPR-Sensorgerat fir
Einzelbioassays.

Das sensorische Potenzial der hybriden Nanostrukturen wurde zundchst an einem
Modellanalyten in Form einer Layer-by-Layer (LbL)-Beschichtung untersucht (Abb. 19). Diese
Messung basiert auf der Abscheidung von Polymerfilmen (LbL) mit exakten Schichtdicken und
bekannten Brechungsindizes. Durch Messung der Spektren vor und nach der LbL-Abscheidung
konnen die Empfindlichkeiten bestimmt werden (Abb.20). Das grundlegende Prinzip der
Erhohung der Empfindlichkeit konnte dabei bestatigt werden: Hybride Nanosensoren wiesen
durch die Kopplung der Partikelplasmonen eine erhohte Empfindlichkeit gegeniiber einzelnen
Nanopartikeln auf. Weiterhin konnte bestatigt werden, dass die Wahl der Partikelform eine
groRe Rolle fiir das sensorische Potenzial spielt, wobei formanisotrope Nanopartikel eine
hohere Sensitivitdt zeigten als sphdrische Nanopartikel. Je kantiger die Geometrie der
Nanopartikel und je hoher ihr Aspektverhiltnis war, desto empfindlicher waren die
Nanosensoren.

Nanoparticle

8 bilayers

=P Glass Substrate

Abbildung 19. LbL-Methode fiir die Bestimmung der Sensitivititen der Nanosensoren.
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Abbildung 21. Vergleich der Sensitivititen der verschiedenen hergestellten Einzel- und Hybrid-
Nanostrukturen.
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Die hochsten Empfindlichkeiten traten bei gekoppelten Plasmonenresonanzen auf, meist
zweites oder drittes Peak, wie bei der Simulationen (siehe Abb.1 rechts). Insgesamt wurde eine
komplexe Statistik der Sensitivitdten der Sensor-Nanostrukturen ermittelt (Abb. 21), die diese
Zusammenhadnge untermauert. Leider war es wahrend der Projektlaufzeit nicht moglich, die
Fanoresonanz-dhnlichen Nanostrukturen, wie die Nanoflowers statistisch auszuwerten.

Parallel zur Validierung der Nanosensoren wurden zunadchst LSPR-Assays zur Bestimmung der
Biofunktionalisierung der Sensoren an Goldspharensensoren durchgefiihrt (Abb. 22). Hier
konnte flir den Beispielassay fir den Entziindungsbiomarker CRP eine Abstandsabhangigkeit
ermittelt werden (Abb. 23) [4].
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Abbildung 22. Vergleich verschiedener Biofunktionalisierungswege zur Rezeptorbindung fir den
Bioassay des Entziindungsbionarkers CRP.
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Abbildung 23. Diagnostische Bioassay des Entziindungsbionarkers CRP.

Da die Eindringtiefe der plasmonischen Sensoren aufgrund des exponentiell abnehmenden
elektrischen Feldes um die Nanostruktur nicht sehr tief ist, miissen die Biorezeptoren moglichst
direkt an die Sensoroberfliche gekoppelt werden. Wiederum hat die LSPR-Sensorik an
Nanosensoren den Vorteil, dass die Bindungskinetik in Echtzeit untersucht werden kann. Dieses
wurde im Rahmen von Untersuchungen zum Pathogen-basierten Nachweis von
Antibiotikaresistenzgenen demonstriert. Die Rezeptor-Oligonukleotide sind mit ihrer Thiol-
Modifizierung direkt kovalent auf der Goldoberflaiche gebunden. Durch verschiedene
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Passivierungsschritte konnen dann die komplementdren Analytsequenzen an diese Rezeptoren
hybridisieren. Diese Bindung kann online mit LSPR-Geraten verfolgt werden. Hier konnten sogar
Einzelpunktmutationen mit dem System nachgeW|esen werden (Abb 24) [3].

alia slia s s sfin afin clin s sbin s ﬁﬁﬁﬁ

LOD 23bp

1 2 3 e s 6 7 8 9 0 " 2 3 " 5 i 7 . L 2 2 2 z 2 % % z E 2 EY 31 2
5140 543.853

5123063 5424267

2000 4000 €000 000
tme (5]

Abbildung 24. Applikationsbeispiel fir ARG-Nachweis: in grinen Felder kann man die
Resonanzverschiebung der Nanopartikelsensoren in der Anhé&ngigkeit von der Analyt-Konzentration
sehen.

Der diagnostische Nachweis von multiresistenten Erregern und deren Resistenztypen sowie von
Krankheitsbiomarkern sind sehr wichtige Fragestellungen in der aktuellen medizinischen
Diagnostik.

Neben diesen Anwendungen wurden Substrate und NIL-Pramaster fiir japanische Partner
geliefert. Flr Furuno wurden NIL-Pramaster fir deren Wellenleitersensoren hergestellt und an
Temicon weitergeleitet (Abb. 25). Furuno hat auf Basis der am Leibniz-IPHT hergestellte EBL-
Pramaster definierte Linien-Sensorstrukturen hergestellt.

Abbildung 25. Waferplan mit Pramaster fir Furuno, Wafer mit neun Chips mit Sensorarray, hergestellt im
IPHT-Reinraum mittels EBL-Technologie und rechts REM-Aufnahmen der Felder des Nansosensors.

Fiir die Universitat Kure wurden Protokolle fir die Nanopartikelsynthese sowie verschiedene
Mikroelektrodensubstrate als Sensoren (ibermittelt. Diese wurden fiir die Dielektrophoretische
Detektion von Exosomen verwendet, welche in der aktuellen Krebsdiagnostik eine groRe Rolle
spielen.
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Fir das AIST wurden NIL-Stempel von Temicon mit LiL Ubermittelt. Die hergestellten COP-
Polymer-Nanostrukturen wurden dem Leibniz-IPHT zur gezielten Nanopartikelabscheidung zur
Verfligung gestellt (Abb. 26). Die Substrate sollten unterschiedliche Partikeldichten aufweisen.
Diese Strukturen wurden am AIST erfolgreich als SERS-Sensoren getestet.

Abbildung 26. Nanostrukturen aus COP von AIST und Tanaka fir die Abscheidung von Nanopartikeln.
Die REM-Aufnahmen zeigen zwei unterschiedliche Partikelbelegungen: rechts oben mit hoher
Partikeldichte und rechts unten mit geringer Partikelbelegung.

2. Wichtigsten Positionen des zahlenméafigen Nachweises

Siehe Verwendungsnachweis

3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Siehe Erfolgsprotokollbericht

4. Voraussichtlichen Nutzens, insbesondere der Verwertbarkeit des Ergebnisses
im Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans
e Das Ziel, hybride Nanosensoren mit erhéhter Empfindlichkeit durch Kopplung von

Partikelplasmonen-Resonanzen in  nanolithographisch  erzeugten  Nanol6chern
herzustellen, konnte erfolgreich demonstriert werden. Diese Methode koénnte in
Zukunft, nach einer Weiterentwicklung, zur Herstellung von Sensorsubstraten fiir die
klinische Diagnostik mittels LSPR-Sensorik und/oder SERS verwendet werden. Diese
Herstellungsmethode kénnte in den nachsten 10 Jahren mit geeigneten
Industriepartnern weiterentwickelt und kommerzialisiert werden.
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e Die optimierte mikrofluidische Methode zur Herstellung von Nanoprismen konnte
erfolgreich demonstriert werden. Auf Basis dieser Methode wurde inzwischen ein
Industrieprojekt beantragt, das die automatisierte Herstellung von Nanopartikeln fir die
bioanalytische Diagnostik zum Ziel hat.

e Auf der Basis der Entwicklungen wurden und werden weitere Forschungsvorhaben
beantragt, welche eine weitere Umsetzung der Ergebnisse erlauben.

e Die Ergebnisse der gemeinsamen Forschungsentwicklung wurden in Workshops,
internationalen Konferenzen prasentiert und wurden in wissenschaftliche Publikationen
veroffentlicht. Die Prasentation der Projektresultate erfolgte zusatzlich in Rahmen der
International Symposium ,Molecular Plasmonics 2023“ der zusammen mit den
Japanischen Projektpartnern organisiert wurde.

5. Wahrend der Durchfihrung des Vorhabens dem ZE bekannt gewordenen
Fortschritts auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen,

FE-Ergebnisse Dritter, die fir die Durchfiihrung des Projektes direkt und signifikant relevant
sind, wurden nicht bekannt.
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The aim of this research collaboration between industrial partners (D: Temicon, J: Tanaka and Furuno),
and academic institutions from Japan (AIST and Kure) and Germany (Leibniz-IPHT) was to develop
new innovative sensor nanostructures for bioanalytical applications using localized surface plasmon
resonance (LSPR) (Leibniz-IPHT) and surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS) (AIST) based
methods. These nanostructures were to be produced by combining a low-cost replication technique,
nanoimprint lithography (NIL), with chemically synthesized plasmonic nanoparticles. NIL was to be used
to produce nanoholes, which served as the basic structure for the targeted combination of individual
nanoparticles to form a complex hybrid nanostructure with increased sensitivity. This increase is
achieved by combining the particle plasmons, which leads to an extremely high local amplification of the
electromagnetic field and thus the highest sensitivity in LSPR as in SERS.

The Leibniz IPHT team focused on the design of the nanostructures, the synthesis of the nanoparticles,
the simulation of the expected sensitivities, as well as their experimental determination,
biofunctionalization and bioanalytical applications. The design of the hybrid nanostructures was based
on theoretical simulations of the expected sensitivities. The number, shape and spacing of the
nanoparticles played an important role. Various nanoparticle shapes were taken into account during
synthesis, with methods for the production of gold prisms being developed and optimized in addition to
spherical nanoparticles. A new method was developed for the production of the complex sensor
structures, in which clean nanostructure arrays were produced through surface chemistry, targeted
immobilization of the nanoparticles and lifting of the polymer structure. The sensitivities achieved were
elaborately determined experimentally using layer-by-layer deposition (LbL) as a model system for
many individual nanostructures. These measurements confirmed the increase in sensitivity of the hybrid
nanostructures compared to simple nanoparticle sensors. In parallel, diagnostic measurements for
DNA-based pathogen detection and inflammation biomarker detection were performed after
biofunctionalization of the sensors.

In addition to the work listed here, Leibniz IPHT and its partners (AIST, Furuno and Tanaka) designed
and manufactured premasters for the NIL masks. Furuno has realized waveguide structure-based
sensors; AIST has realized and tested SERS and EC-SERS sensors together with Tanaka. As part of
the cooperation, AIST was also trained in nanoparticle synthesis and biofunctionalization by the Leibniz
IPHT team. The expected high sensitivity of the innovative nanostructures was confirmed in the
cooperation project. The cooperation demonstrated a successful transfer of knowledge from all partners
to a new innovation in the field of LSPR sensor technology and SERS-based bioanalytics.
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