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Einleitung

1 Einleitung

In der medizinischen Diagnostik besteht grofies Interesse an der Entwicklung
neuer und leistungsfdhiger biochemischer Sensoren.[l?] Die Modifizierung von
Substratoberflichen zur Detektion eines Analyten ist ein besonders
vielversprechender Ansatz,3] da dort die spezifische Anbindung von
biochemischen Stoffen durch geeignete Messmethoden sehr gut detektiert
werden kann. Auch geringe Analytkonzentrationen lassen sich so prazise und

zuverldssig bestimmen.

Fir die zuverldssige Detektion eines Analyten sind zwei Eigenschaften der
Sensoroberfldche entscheidend: Zum einen muss die Anbindung des Analyten an
den Sensor gewdhrleistet werden, wobei die Wechselwirkung zwischen der
Sensoroberfliche und dem Analytmolekiil moglichst spezifisch und sterisch
ungehindert stattfinden muss, um eine prazise Detektion zu ermoglichen. Zum
anderen kann die spezifische Detektion des Analytmolekiils nur gelingen, wenn
die unspezifische Anbindung anderer Molekiile unterdriickt wird. Vor allem bei
Analysen im medizinischen Bereich ist dies von Bedeutung, da sich hier haufig
viele verschiedene Biomolekiile in der zu analysierenden Probel6sung befinden
konnen, deren unspezifische Anlagerung an die Oberfliche das Messsignal
beeinflussen oder die gewiinschte Anlagerung des Analyten verhindern wiirde.
Fiir eine optimale Quantifizierung des Analyten muss das Sensorfeld deswegen
mit einer biorepulsiven Matrix versehen werden. Die Sensormolekiile, die die
spezifische Wechselwirkung mit dem Analyten eingehen, sind in diese
biorepulsive Matrix eingebettet und konnen so storungsfrei zur Analyse der

Probel6sung beitragen.

Es sind verschiedene Beschichtungs- und Strukturierungsmethoden bekannt, 4]

mit deren Hilfe spezifische Sensorbeschichtungen und die biorepulsive
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Sensormatrix prazise miteinander kombiniert werden kénnen. In mehrschrittigen
Produktionsprozessen konnen so Sensoroberflichen hergestellt werden, die
einen oder mehrere Analyten aus einer Probel6sung spezifisch nachweisen und

quantifizieren konnen.

Eine zuverldssige Methode zur Modifizierung von Oberflichen ist die
Verwendung von selbstanordnenden Monoschichten (self-assembled monolayers,
SAMs).I51 Solche Monoschichten entstehen, wenn Molekiile tiber eine geeignete
Ankergruppe an die Substratoberfliche binden und eine geschlossene Schicht
bilden. Diese Schichten, die zusatzlich durch Wechselwirkungen zwischen den
benachbarten Molekiilen stabilisiert sind, zeichnen sich oft durch einen hohen
Ordnungsgrad aus. Die physikalisch-chemischen und damit verbunden auch die
biologischen Oberfldcheneigenschaften werden durch die Molekiilteile bestimmt,
die an der SAM-Oberfldche exponiert werden. Dank ihrer geringen Dicke bieten
SAMs optimale Voraussetzungen zur Miniaturisierung von Sensorfeldern.ll Ein
weiterer Vorteil SAM-basierter Sensoren besteht darin, dass gemischte
Monoschichten gebildet werden konnen. Sensorisch aktive Molekiile kénnen
dabei in inerte Matrices eingebettet werden, um  unspezifische
Wechselwirkungen des Analyten oder anderer Stoffe mit der Oberfldche
unterbinden. Eine Mboglichkeit zur Erzeugung inerter Matrices bieten
selbstanordnende Monoschichten aus Oligoethylenglycol-Derivaten.
oberflachengebundenes Oligoethylenglycol (OEG) unterdriickt die Anbindung
von Biomolekiilen, indem es die Ausbildung eines Hydrogels ermoglicht.. Eine
hydrophobe Wechselwirkung, welche in der Regel ein erster essentieller Schritt
fir die Adsorption von Proteinen und Bakterien ist, kommt in solchen
Hydrogelen nicht zustande. Am besten charakterisiert sind OEG-haltige SAMs
mit Thiolfunktionen als Ankergruppe. Diese bilden spontan Monoschichten auf
Goldoberfldchen durch die Ausbildung einer besonders stabilen Gold-Schwefel-
Bindung.!”]
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Eine alternative Methode zur spezifischen Modifizierung von Sensoroberfldchen
ist die Anbindung spezieller Polymere.l' Solche Polymere konnen durch die
Wahl geeigneter Bausteine vorpolymerisiert und anschliefend auf
Substratoberfldchen immobilisiert werden. Alternativ kann eine Polymerisation
direkt auf der Substratoberfldiche vorgenommen werden. Ein Beispiel fiir ein
derartiges System ist Polyglycerol, welches bei der Polymerisation von Glycidol
ein stark verzweigtes Polymer direkt auf der Oberflédche ausbildet.” Polyglycerol
weist eine dhnliche Polyether-Struktur wie Polyethylenglycol auf und kann die

Adsorption von Proteinen und Bakterien auf &hnliche Weise verhindern."0

Beide Systeme, SAMs und Polymere, konnen durch gezielte Modifizierung mit
verschiedenen spezifischen Erkennungsstellen ausgestattet werden. Auf diese
Weise kann die Unterdriickung unspezifischer Adhédsion optimal mit der

gezielten Anbindung ausgewéhlter Molekiile verbunden werden.
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2 Aktueller Stand der Forschung

2.1 Proteinadhision

Proteine adsorbieren aufgrund ihrer Grofle, Flexibilitdt, Ladung sowie ihres
amphoteren Charakters besonders leicht an Oberfldichen. Entropische und
enthalpische Wechselwirkungen spielen eine mafigebliche Rolle bei der
Anlagerung. So verdrdangen beispielsweise die hydrophoben Abschnitte eines
Proteins den natiirlichen Wasserfilm auf der Oberfliche.l'l Die dadurch
freiwerdenden Wassermolekiile haben eine hohere Anzahl von Freiheitsgraden
als die an der Oberfliche gebundenen Molekiile, weshalb derartige Reaktionen

entropisch begtinstigt sind.

Bei der Verdrangung des auf der Oberfldche befindlichen Wasserfilms adsorbiert
ein Protein zundchst in seiner nativen Form. Um die Wechselwirkungen mit der
Oberfliche zu erhohen, kann das Protein eine Konformationsanderung
durchlaufen, bei der hydrophobe Proteinabschnitte zur Oberfldche hin exponiert
werden.[12l Durch diesen Schritt wird zum einen die Interaktion mit der

Oberflache erhoht, zum anderen denaturiert das Protein und es kommt zu einer

irreversiblen Haftung an der Oberfldche (siehe Abbildung 2.1).[13]
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Abb. 2.1: Anlagerung von Proteinen an eine Oberfliche. Das Protein adsorbiert zunichst in
seiner nativen Form (b) und verdringt dabei Wassermolekiile von der Oberfliche. Durch
Konformationsinderungen (c) erhoht sich anschlieBend die Wechselwirkung zwischen
Protein und Oberfliche.

Ansammlungen von adsorbierten Proteinen stellen beispielsweise in der Medizin
ein grofies Problem dar, da sie Thrombosen verursachen oder entziindliche
Reaktionen auslosen konnen. Besonders problematisch ist dies bei chirurgischen
Eingriffen. Die Adsorption von Proteinen begtinstigt zudem auch die Ansiedlung

von Bakterien, wodurch schwerwiegende Infektionen entstehen konnen.[14]
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2.2  Bakterienadhision

Die Adhédsion von Zellen an Oberfldchen ist mit der Entwicklung des Lebens
grundlegend verbunden. Sie ist mafsgeblich fiir die Bildung von Geweben und
Organen und spielt eine wichtige Rolle bei vielen medizinischen und technischen
Anwendungen.['3l Zelluldre Adhésion ist auch ein entscheidender Schritt bei der
Entstehung von Infektionen. Insbesondere in der Biologie und Medizin existiert
ein grofies Interesse daran, die Vorgéange bei der Bakterienadhdsion aufzukldren,
um beispielsweise verschiedene Krankheitsstadien beurteilen oder bakteriellen

Infektionen begegnen zu konnen.[16.17]

Bei vielen Bakterien lduft der Mechanismus der Anhaftung in zwei Schritten
ab.'81 Zun&chst sondern die Bakterien haftungsvermittelnde Proteine ab, die sich
an die Oberfldche anlagern. Im zweiten Schritt werden die Bakterien an die zuvor
adsorbierten Proteine angebunden. Viele Bakterien verfiigen auch tiber
fadenformige Fortsdtze, so genannte Fimbrien, an deren Spitze sich fiir die
Adsorption an der Oberfldche geeignete Proteine befinden. Die Interaktion mit
der Oberfldche erfolgt dadurch noch effektiver. Nach erfolgreicher Adsorption
beginnen die Bakterien mit der Teilung und sondern zusitzlich Matrixbausteine
aus Kohlenhydraten ab, welche die Bildung eines sogenannten Biofilms
ermdoglichen (siehe Abbildung 2.2).[%] Biofilme schiitzen die eingehiillten

Bakterien vor mechanischen und chemischen Einfliissen.
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Abb. 2.2: Mehrschrittige Anlagerung von Bakterien an einer Oberfliche. Zunachst werden
vom Bakterium Adhisionsproteine abgesondert (a), welche die Anhaftung der
Mikroorganismen ermoglichen (b). AnschlieSend kommt es zur Teilung der Bakterien (c)
und der Ausbildung eines Biofilms mit Kohlenhydratmatrix (d).

Biofilme stellen vor allem in der Medizin ein grofies Problem dar. Sie bilden sich
beispielsweise auf Kathetern oder Implantaten und konnen durch ihre
Kohlenhydratmatrix nahezu nicht mehr entfernt werden. Die Bildung solcher
Biofilme sollte daher a priori verhindert werden, um auf diese Weise Infektionen,

chronischen Entztindungen oder Nekrosen vorzubeugen.[20-22]

Nicht nur in der Medizin tiben Biofilme einen grofien Einfluss auf Funktionalitét
und Langlebigkeit von Materialien aus. Maschinen, die in der Papierindustrie
oder in Filter-Anlagen eingesetzt werden, sind von Biofilmen ebenso betroffen
wie Bauteile in Kiuhltirmen oder Unterwasser-Sensoren.[?sl Auch in der
Lebensmittelindustrie stellen Biofilme ein grofies Problem dar, da Ansiedlungen
von Bakterien auf Verpackungsmaterialien unter anderem die Haltbarkeit von

Lebensmitteln beeinflussen konnen.




Aktueller Stand der Forschung

2.3 Selbstanordnende Monoschichten

Als  selbstanordnende Monoschichten (self-assembled  monolayers, SAMs)
bezeichnet man Monolagen organischer Molekiile, die auf geeignete Oberfldchen
adsorbieren. SAMs entstehen typischerweise durch Eintauchen eines

Substratmaterials in eine Losung des organischen Molekiils.[6.7]

Die Eigenschaften der Monoschichten hiangen mafigeblich von der Beschaffenheit
der Molekiile ab, aus denen sie zusammengesetzt sind. Ein typisches
schichtbildendes Molekiil besteht aus einer Kopfgruppe, einem Spacer und einer

Ankergruppe (siehe Abbildung 2.3).

III \\,_\
:’AW\K)
X \ ) )
Ankergruppe Spacer Kopfgruppe

Abb. 2.3: Schematische Darstellung eines SAM-bildenden Molekdils.

Uber die Ankergruppe findet eine Chemisorption an die Substratoberfliche statt.
Die Art der Ankergruppe richtet sich dabei nach dem Material, auf dem der SAM
erzeugt werden soll. Hochgeordnete Monoschichten bilden sich vor allem durch
Van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen den benachbarten Molekiilen aus.[
Fine besondere Rolle kommt hier dem Spacer zu. Ist der Abstand zwischen den
Adsorptionspldtzen an der Oberfliche grofier als der Querschnitt der Spacer,
wird die Van-der-Waals-Wechselwirkung durch die Verkippung der Molekiile
maximiert (siehe Abbildung 2.4).124]
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~' Ankergruppe
Substrat ﬁ T

Abb. 2.4: Allgememer Aufbau eines SAMs mit Ankergruppe, Spacer und Kopfgruppe. In der
Abbildung ist die Verkippung der als Spacer dienenden Alkylkette gegen die
Oberflichennormale (N) erkennbar.

K KKKZKEK
$'Kopfgruppe

Spacer

SAMs werden von diversen Substanzen gebildet, am besten charakterisiert sind
jedoch Monoschichten aus Alkanthiolaten auf Goldoberflichen.l?! In einer

Redox-Reaktion wird dabei Gold oxidiert und Protonen reduziert.l”]
R —SH + Au - R — S™Auj_, + - H, (3.1)

Im Allgemeinen wird angenommen, dass die Chemisorption der Thiole in zwei
Schritten verlduft. Zundchst werden innerhalb weniger Minuten bis zu 90% der
Monoschicht ausgebildet. Die Schicht ist noch stark fehlgeordnet, wodurch die
Adsorption weiterer Molekiile gehemmt wird. Im zweiten Schritt erfolgt eine
Umordnung der Schicht, was die Adsorption weiterer Molekiile ermoglicht, bis
die maximale Packungsdichte erreicht ist.?6l Diese Nachordnungsprozesse

konnen mehrere Tage in Anspruch nehmen.l’]

Untersuchungen mittels IR-Spektroskopie und Rontgenbeugungsexperimenten
haben ergeben, dass die n-Alkylketten im Spacer eines Thiolat-SAMs eine all-
trans-Konformation aufweisen und um «circa 30° gegeniiber der
Oberflichennormalen verkippt sind (siehe Abbildung 2.4).27-291 Die Van-der-
Waals-Wechselwirkung zwischen den einzelnen Alkylketten wird auf diese
Weise optimiert. Auch die Lange des Spacers spielt eine entscheidende Rolle. Die
Schichtordnung nimmt mit steigender Anzahl der CH>-Gruppen merklich zu,

was ebenfalls auf die erhohte Stabilisierung der Schicht durch Van-der-Waals-

10
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Wechselwirkungen zurtickzuftihren ist. Bei Molekiilen mit weniger als sieben

CHo- Gruppen bildet sich keine vollstdndige, geordnete Monolage aus.[30:31]

Neben Thiolat-Monoschichten, welche von Thiolen, Disulfiden oder Thioacetaten
auf Gold und anderen Miinzmetallen gebildet werden, sind weitere
Monoschichten-Systeme bekannt. Zu diesen zdhlen beispielsweise Siloxan-
SAMs, 32331 die sowohl auf SiO34 als auch auf Glasl®! abgeschieden werden
konnen. Molekiile mit einer Phosphonat-Ankergruppe bilden Monoschichten auf
den Oxidschichten vieler Metalle wie Stahl oder Aluminium aus.3¢411 Die
kovalente Bindung zum Substrat entsteht in einer Kondensationsreaktion
zwischen der Phosphonsdure-Gruppe und den Hydroxyl-Gruppen der nativen

Oxidschicht des Metalls.[42]

Selbstanordnende Monoschichten eignen sich dazu, Oberfldcheneigenschaften
von Materialien gezielt zu verdndern. Vor allem die Kopfgruppen des SAMs
beeinflussen die physikalischen Eigenschaften einer Oberfldche, da sie sich an
der Grenzfliche zur Umgebung befinden. So kénnen hydrophobe Alkyl-SAMs
bei Metallen als Korrosionsschutz dienen.l*3l Zur Verwendung von SAMs in der
Sensorik konnen die Monolagen beispielsweise mit funktionalen Kopfgruppen
versehen werden, welche mit ihrer Umgebung wechselwirken. Anwendung
findet dieses Konzept bereits bei pH-Sensoren,[#] chemischen Sensoren[l2l und
Biosensoren.l#5461 Um die unerwiinschte Proteinadsorption zu reduzieren,
konnen sogenannte biorepulsive SAMs verwendet werden. Dazu werden unter
anderem Alkyl-SAMs mit Oligoethylenglycol-Kopfgruppen verwendet, welche -
je nach Ankergruppe - auf Gold,[*#9] Silicium[®-321 oder Glas!®! aufgebracht
werden konnen.[? Oligoethylenglycol-SAMs konnen eine grofie Anzahl von
Wassermolekiilen einlagern, wodurch ein oberflichengebundenes Hydrogel
entsteht.’®)  Hydrogele dieser Art zeichnen sich durch eine hohe
Biokompatibilitit aus und verhindern die Adhdsion von Proteinen und

Bakterien.

11
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24  Polyglycerolschichten

Polyglycerol (PG) ist ein polares, nicht-ionisches Polymer, welches sich durch
seine hohe Biokompatibilitdit und Wassermischbarkeit auszeichnet. Dadurch ist
es in der Lebensmittelindustrie, der Kosmetikbranche und der pharmazeutischen

Technologie in den letzten Jahren in den Fokus der Forschung gertickt.

Polyglycerol entsteht bei der Polymerisation von Glycidol (2,3-Epoxy-1-
propanol) und kann, je nach Reaktionsbedingung, als hyperverzweigtes Polymer

gewonnen werden (siehe Abbildung 2.5).[56:57]

) OH

Nuc HO kKOH OH
0 OH
%O

Q OH H Hojﬁ O
> n Cb—/o O\(
Nuc

Nuc

Abb. 2.5: Polymerisationsreaktion von Glycidol zu hochverzweigtem Polyglycerol. Als

Initiator ist hier exemplarisch ein Nucleophil dargestellt. Die strukturelle Ahnlichkeit zu
(58]

Polyethylenglycol ist im Produkt farbig hervorgehoben.
Prinzipiell sind zwei Strategien zur Anbindung von Polyglycerol an Oberfldchen
denkbar. Die erste Strategie, die als grafting to bezeichnet wird, ist vergleichbar
mit der Ausbildung eines SAMs, da hier das vorpolymerisierte Molekiil kovalent
mittels einer Ankergruppe an die Substratoberfliche angebunden wird. Diese
Strategie, die eine prizise Einstellung der molekularen Schichtstruktur durch die
Auswahl des SAM-bildenden Monomers ermoglicht, wurde von der Gruppe um
Haag eingefiihrt[>%0 und konnte vielfach angewendet und weiterentwickelt

werden.[61-63]

12
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Die zweite Strategie ist die direkte Polymerisation von Glycidol auf der Ober-
flache.l%¢l Diese Strategie, die als grafting from bezeichnet wird, wurde von Khan
und Huck beschrieben, welche die natiirliche Hydroxyl-terminierte Oberfldche
von Silicium deprotonierten und als Initiator fir die Ringoffnungs-
Polymerisation von Glycidol verwendeten.®l Alternative Anbindungsstrategien,
wie die Erhohung der Reaktionstemperatur, fithren ebenfalls zu einer
Aktivierung der natiirlichen Oxidschicht und ermoglichen eine direkte

Polymerisation auf der Oberfldche (siehe Abbildung 2.6).[58]

0
r Metall JI —> I Metall l

Abb. 2.6: Polymerisation von Glycidol an der natiitlichen Hydroxyl-terminierten
Oberfliche.”

Es sind viele weitere Strategien fiir die Anbindung des Polyglycerols auf Metall-
oberflichen bekannt, bei denen entweder die Oberflichen oder das Polymer
selbst mit haftvermittelnden Bausteinen versehen wird.774 So konnen
beispielsweise Schichten aus funktionalisierten Siloxanen, die bereits auf vielen
Materialien wie Metallen, Gldsern oder Oxiden abgeschieden wurden, als
Haftvermittler dienen.’>78] Molekiile wie (3-Aminopropyl)trimethoxysilan
(APTMS) werden dabei kovalent an die Metalloberfldchen gebunden und dienen
durch ihre Aminogruppen als Initiator fiir die Polymerisation von Glycidol (siehe

Abbildung 2.7).179]

13
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H, H,

7o

vi)‘uo« -CH,OH Y%NHOI

araars ?’ A “°§f“°?§“°? mg%ﬁ;fko?%ogwo?ko
Metall Metall — Metall

Abb. 2.7: Anbindung von (3-Aminopropyl)trimethoxysilan (APTMS) an die native
Hydroxid-Oberfliche eines Substrats. Die anschlieBende Polymerisation von Glycidol wird
durch die Aminogruppen des APTMS initialisiert.”

Beide Beschichtungsstrategien fiihren zu dicht gepackten Schichten, die dank
ihrer chemischen und strukturellen Eigenschaften in der Lage sind, eine grofie
Anzahl Wassermolekiile einzulagern. Auf diese Weise entsteht ein
oberflachengebundenes Hydrogel, welches die Adh&sion von Proteinen und

Bakterien verhindert.[62]

14
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2.5 Biorepulsive Oberflichen

In den vergangenen Jahrzehnten sind viele Ansédtze entwickelt worden, um die
Bildung von Biofilmen zu verhindern oder zumindest zu verlangsamen.[8] Der
Einsatz von Antibiotika ist eine weit verbreitete Strategie. Gerade in der
medizinischen =~ Anwendung bringen sie jedoch héaufig drastische
Nebenwirkungen, wie beispielsweise die Entstehung von antibiotikaresistenten

Keimen, mit sich.

Weniger invasive Strategien zur Vermeidung von Biofilmen stehen daher im
Fokus der Forschung. Ein erfolgreicher Ansatz ist die Modifizierung der
Oberfldche mit dem Ziel, die Adsorption von Proteinen zu verhindern.[®] Da der
Adsorption von Mikroorganismen auf einer Oberfldche hidufig eine Anlagerung
von Proteinen vorausgeht, kann in vielen Féllen die Entstehung eines Biofilms

verhindert werden (vgl. Kapitel 2.2).

In diesem Zusammenhang wird seit mehr als dreifsig Jahren die Wirkung von
Polyethylenglycol (PEG) untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die
Adsorption von Proteinen und Bakterien an Oberflichen durch
Polyethylenglycol-haltige Beschichtungen minimiert wird.[81821 Uber diverse
Ankergruppen konnen beispielsweise PEG-haltige Makromolekiile multivalent
an Materialien wie Gold,[83] Siliciumdioxid,[f¢! Titandioxid[84-86] Niob-
pentaoxid®788] oder verschiedene Kunststoffmaterialien(®*92 angebunden

werden.

Anfang der 90er Jahre konnte die Gruppe von Whitesides zeigen, dass auch auf
Gold abgeschiedene Alkanthiolat-SAMs mit Oligoethylenglycol (OEG)-
Kopfgruppen proteinresistente Eigenschaften aufweisen.l47489%] Auch auf
anderen Materialien wie beispielsweise SiO> konnten proteinrepulsive OEG-

SAMs abgeschieden werden.? Alternativ konnen auch PEG-haltige Polymere
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tiber etablierte Reaktionspfade an geeignet funktionalisierte SAMs angebunden

werden.[96-%]

Die Griinde fiir die Proteinresistenz von PEG-modifizierten Oberfldchen sind
vielfdltig und bis heute nicht vollstandig aufgeklart. Ein entscheidender Faktor
ist die Entropie. Die Anlagerung eines Proteins ist ein entropisch stark
benachteiligter Prozess, da ein Grofiteil der konformellen Freiheitsgrade des
angelagerten PEG verloren geht. Zusdtzlich unterstiitzt die Hydrogelstruktur,
welche sich in wissrigem Medium aus der PEG-Schicht bildet, die
Unterdriickung der Proteinadsorption.[5100102] Da die Adsorption zunichst
hydrophober Wechselwirkungen zwischen dem Protein und der Oberfldche
bedarf, verhindern die eingelagerten Wassermolekiile die Protein-

anlagerung.[103104]

Bei Oligoethylenglycol-haltigen SAMs spielt die Packungsdichte eine grofie
Rolle. Bei steigender Packungsdichte steigt der Ordnungsgrad der OEG-Kette,
wodurch die Einlagerung von Wassermolekiilen erschwert wird. Dies wirkt sich
negativ auf den fiir die Proteinresistenz notwendigen Hydratisierungsgrad der
Monoschicht aus.['051  Sicher ist zudem, dass die Anzahl der
Ethylenglycoleinheiten die proteinrepulsiven Eigenschaften beeinflusst. Ein
proteinrepulsiver Effekt kann beobachtet werden, wenn mindestens zwei OEG-
Bausteine vorhanden sind.[?] Steigt die Anzahl der Ethylenglycoleinheiten,
konnen mehr Wassermolekiile eingelagert werden, was zu einer Steigerung der
Biorepulsivitat fiihrt.[101 Auflerdem kommt es bei einer steigenden Anzahl der
Ethylenglycoleinheiten zu einer Abnahme der Packungsdichte im SAM und

somit zu einer weiteren Erhchung des Hydratisierungsgrades.[3°

Neben Polyethylenglycol sind noch eine Reihe weiterer Kopfgruppen bekannt,
die ebenfalls biorepulsive Eigenschaften aufweisen.!1%] Die effektivsten Vertreter

sind Oligophosphorylcholine,[197108] Sulfobetaine,[19°-111] Polyglyceroll>® und eine
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Reihe von Verbindungen, die auf Kohlenhydraten wie Mannitol und Galaktose
basieren.[1'2113] Die proteinrepulsive Wirkung derart modifizierter SAMs ist
jedoch nicht so effizient wie die von SAMs mit PEG-Kopfgruppen. Eine
Ausnahme bildet Polyglycerol (PG), welches aufgrund seiner hohen strukturellen
Ahnlichkeit mit PEG vergleichbare proteinrepulsive Eigenschaften zeigt.[14]
Polyglycerole weisen aufgrund ihrer verzweigten Struktur zudem eine hohere
Stabilitdt gegeniiber biologischen Abbauprozessen in vivo auf, wodurch sie sich

zur Modifizierung von Implantaten empfehlen.
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2.6 SAM-basierte Sensoren

Die Verwendung selbstanordnender Monolagen fiir die Identifizierung und
Quantifizierung von Molekiilen ist ein etabliertes Verfahren im Bereich der
Oberfldchensensorik.[#4l Es werden bevorzugt SAMs verwendet, die eine
funktionale Kopfgruppe besitzen, welche selektiv. mit dem Analyten
wechselwirkt. Die Eigenschaften der Monolage, beispielsweise die Schichtdicke
oder die Leitfdhigkeit, &ndern sich durch diese Wechselwirkung. Verschiedene
Detektionsmethoden konnen diese Anderungen je nach Art des Analyten

messen.[28]

Optische Verfahren wie Oberflichen-IR-Spektroskopie, Ellipsometrie und
Fluoreszenzmikroskopie oder akustische Verfahren wie die Quarzkristall-
Mikrowaage (quartz crystal microbalance, QCM)!115-1171 haben sich vor allem in der
biochemischen Analytik etabliert. Auch amperometrische und voltammetrische
Messverfahren fiir redox-aktive Systeme haben sich als Standardverfahren
durchgesetzt.[1181191 Diese Methoden ermoglichen die Detektion geringster
Analytkonzentrationen an der SAM-Oberfliche beziehungsweise im
Probenmedium und spielen daher in der anorganischen und organischen

Analytik eine mafigebliche Rolle.[118-123]

Mit SAMs lassen sich Sensoren realisieren, die einen einfachen Aufbau haben.
Die Herstellung ist materialeffizient, da lediglich eine Monolage auf einem
Substrat aus Metall oder Glas adsorbiert. Ein weiterer Vorteil ist die geringe
Grofle des benotigten Sensorfelds. Je nach Bedarf konnen Sensorfelder
konstruiert =~ werden, die wenige Quadratmikrometer oder auch

Quadratzentimeter grofs sind.
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2.6.1 Herstellung gemischter SAMs fiir die Biosensorik

Im Bereich der Biosensorik sind die zu detektierenden Biomolekiile héaufig
verhiltnisméfliig grofs und besitzen mehrere funktionelle Gruppen. Um solche
Molekiile zu detektieren, kommen gemischte SAMs zum Einsatz. Molekiile mit
spezifischen Kopfgruppen werden in eine biorepulsive Matrix eingebettet, die
beispielsweise Oligoethylenglycol-Einheiten beinhalten kann.124125] Die SAM-
Bausteine konnen so gewdhlt werden, dass die Kopfgruppe der sensorisch
aktiven Molekiile aus der inerten SAM-Matrix herausragt, was vor allem dann
notwendig ist, wenn der Analyt deutlich grofier und sterisch anspruchsvoller ist
als die Kopfgruppe des SAMs. Auf diese Weise kann der SAM mit dem Analyten
wechselwirken, da diese sich nicht aufgrund ihrer Grofie gegenseitig bei der
Anbindung an der Oberfliche behindern.126-128] Aufierdem verhindert ein
gemischter SAM die unspezifische Anbindung anderer Biomolekiile. Dies ist ein
entscheidender Vorteil, da biologische Proben oft eine Vielzahl von
Biomolekiilen enthalten, von denen aber nur eine Spezies gezielt gebunden

werden soll.

Zur Herstellung gemischter Monolagen haben sich in den letzten Jahrzehnten
viele Verfahren etabliert.l’] Die einfachste Methode ist die statistische Mischung
der gewtinschten Molekiile, bei der die verschiedenen SAM-Bausteine in der
Beschichtungslosung gemischt werden, bevor das zu beschichtende Substrat in
die Losung gegeben wird.[?l Das Verhéltnis der SAM-Monomere in Losung
muss dabei nicht zwingend dem Verhiltnis in der spadteren Monolage
entsprechen: Die genauen Abscheidungsbedingungen sind nur schwer
vorhersagbar und miissen in der Regel evaluiert werden. Die Verteilung der
einzelnen Molekiile auf der Oberfliche ist durch diese Methode nicht
kontrollierbar. So kann es zu Inselbildungen kommen, wenn sich die SAM-

Monomere chemisch zu stark unterscheiden und  stabilisierende

19



Aktueller Stand der Forschung

Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Bausteinen dies begiinstigen. In
solchen Fillen ergibt die Mischung der einzelnen SAM-Komponenten in der
Beschichtungslosung keine nutzbare Monolage. Zur Vermeidung von
Inselbildungen haben sich vor allem strahlungsbasierte Verfahren zur
Herstellung gemischter SAMs bewdhrt.[129-1311  Hier werden fokussierte
Elektronen oder elektromagnetische Strahlung eingesetzt, um einen bestehenden
SAM zu modifizieren. Dabei konnen unterschiedliche schddigende Effekte, wie
der Abbau der Kopfgruppen oder die Abspaltung der Ankergruppe vom
Substrat, beobachtet werden. Bei diesem Verfahren, das irradiation induced
exchange reaction (IPER) genannt wird, werden die durch Strahlung geschadigten
Molekiile durch die zweite Sorte Molekiile ersetzt und ein gemischter SAM

entsteht (siehe Abbildung 2.8 unten).

Oligoethylenglycol-SAMs eignen sich besonders gut zur strahlungsbasierten
Strukturierung. Bei der Bestrahlung der Monolagen werden die Ethylenglycol-
Bausteine der Kopfgruppen ebenso geschidigt wie die Gold-Schwefel-
Bindungen. Beides fiihrt zu einem Verlust der biorepulsiven Eigenschaften und
ermdoglicht die unspezifische Anlagerung von Proteinen (siehe Abbildung 2.8
mitte). Durch die Bestrahlung einer OEG-Monolage konnen auch spezifische
Proteinstrukturen erzeugt werden. Hierfiir werden die geschéddigten Molekiile

durch neue SAM-Bausteine mit spezifischer Bindungsstelle ausgetauscht.
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Abb. 2.8: Strukturierung eines OEG-SAMs mittels Elektronenstrahlung. Dabei kann sowohl
die unspezifische Anbindung von Biomolekiilen (mitte) als auch die spezifische Anbindung
nach einer Austauschreaktion (IPER, rechts unten) detektiert werden.

2.6.2 Laterale Strukturierung von SAMs

Die laterale Strukturierung von Monolagen ermoglicht es, chemisch
unterschiedliche Areale nebeneinander auf einer Substratoberfldche aufzubauen.
Dazu werden neben klassischen Soft-Lithographie-Verfahren,[132] bei denen die
Strukturierung beispielsweise mittels Stempeln erreicht wird, vor allem
strahlungsbasierte Lithographietechniken eingesetzt. Die Bestrahlung erfolgt
hierbei ortsaufgelost auf Bereiche, die nur wenige Mikrometer grofs sein kénnen.
Einfache geometrische Strukturen konnen beispielsweise mit Hilfe von Masken,
durch die der Elektronenstrahl geleitet wird, erzeugt werden. Durch die
Verwendung von fokussierten Strahlen und Lithographie-Programmen kénnen
jedoch auch kompliziertere Muster oder Gradienten auf die Oberfldche

~geschrieben” werden.
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Bei der lateralen Strukturierung von OEG-Monolagen kdnnen proteinbindende
Bereiche direkt in eine proteinrepulsive Umgebung eingebettet werden, da die
OEG-Einheiten der SAM-bildenden Molekiile ortsaufgelost abgebaut werden.
Dieser Prozess, der als direct writing bekannt ist, ermoglicht die unspezifische

Adsorption von Proteinen (siehe Abbildung 2.9, Mitte).
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Abbildung 2.9: Elektronenstrahl-Lithographie eines OEG-SAMs: REM-Aufnahme eines
gradierten Streifenmusters (links). Die einzelnen Banden sind je 2 um breit und die Variation
der Dosis erfolgte dabei innerhalb der angegebenen Werte (in mC/cm?). AFM-Aufnahme
des Gradienten-Musters nach der Anlagerung von Albumin (mitte). Die AFM-Hohenprofile
sind rechts abgebildet.""”

Auch  strahlungsinduzierte = Austauschexperimente  konnen bei  der
lithographischen Strukturierung von Monolagen angewendet werden. Die
photolysierten Molekiile werden haufig durch einfaches Eintauchen der
bestrahlten Schichten in eine Losung des substituierenden Molekiils ersetzt.
Dabei wird die Packungsordnung, die bei der Bestrahlung des SAMs verloren
ging, wieder hergestellt und es entsteht erneut eine nahezu defektfreie Monolage.
Die Austauschmolekiile konnen so gewédhlt werden, dass sie eine spezifische

Anbindung von verschiedenen Proteinen ermoglichen.
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2.6.3 Spezifische Erkennung von Biomolekiilen

Die Anbindung eines Biomolekiils an einen SAM-basierten Sensor findet haufig
nach dem sogenanten Schliissel-Schloss-Prinzip statt.[134-141] Dabei tragt der SAM
ein zu dem Analyten komplementdres Molekil als Kopfgruppe, welches so
orientiert ist, dass es ohne sterische Repulsion in die Bindungstasche des
Analyten passt.[1#2l  Einige Beispiele fiir eine derartige, spezifische

Wechselwirkung sollen im Folgenden genauer erldutert werden.

Biotin-terminierte Monolagen

Die spezifische Anbindung der Glycoproteine Avidin und Streptavidin an Biotin
ist besonders gut untersucht. Diese spezifische Wechselwirkung erméglicht die
selektive Anbindung an die Oberfldche.143144] Dabei wird ein SAM-Baustein
verwendet, der Biotin als Kopfgruppe trdgt und in der Regel in eine
Oligoethylenglycol-Matrix eingebettet ist (siehe Abbildung 2.10).[1451 Die
unspezifische Anbindung anderer Proteine aus der Analytlosung kann so

verhindert werden.

23



Aktueller Stand der Forschung

Protein mi
Biotin-Tag

Avidin

Y%

Biotin

Y

:
%
%

4
m 31 /V‘()
-
(@)
Il --Ple---- Pl --=--Dl-----Pl¢------)]

OEG-Einheit C} ]
o) 6

Alkyl-Spacer ' ]
10

Ankergruppei SH

Substrat

Abb. 2.10: Anbindung von Avidin an einen Biotin-terminierten, gemischten SAM. Jeweils
zwei Kopfgruppen binden dabei an ein Avidin-Molekil. Die verbleibenden Bindungstaschen
koénnen auch zur Detektion von Biotin-terminierten Proteinen genutzt werden. Ein Beispiel

fir die Struktur eines derartigen SAM-bildenden Molekdls ist rechts dargestellt.

Avidin verfiigt tiber vier Bindungsstellen fiir Biotineinheiten, aus sterischen
Griinden konnen jedoch bei der Anbindung an eine Oberfldche in der Regel nur
zwei dieser Bindungstaschen belegt werden.[1#] Die beiden anderen
Bindungsstellen konnen allerdings genutzt werden, um weitere Biotin-Gruppen
z.B. aus der Losung zu binden. So kann ein Biotin-terminierter SAM nicht nur
zur Detektion von Avidin, sondern auch von Biotin oder Biotin-terminierten

Biomolekiilen genutzt werden (siehe Abbildung 2.10, rechts).[147]

Monolagen mit Ubergangsmetallkomplexen

Es sind viele biochemische Prozesse bekannt, bei denen Metall-lonen eine

essentielle Rolle spielen. Viele Enzyme kénnen nur dann ihre Funktion erfiillen,
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wenn Ionen wie Kupfer(II), Nickel(II) oder Mangan(Il) als Cofaktoren vorhanden
sind. Diese Cofaktoren werden hdufig im Inneren des Proteins durch die

Imidazolgruppe der Aminosdure Histidin komplexiert.

Die komplexierenden Fahigkeiten der Histidinreste konnen in der Biosensorik
genutzt werden. Daftir werden die Kopfgruppen eines SAMs so gestaltet, dass
sie ebenfalls in der Lage sind, Metall-Ionen zu komplexieren. Ein prominentes
Beispiel sind Ni?*-modifzierte SAMs, welche hiufig einen komplexierenden
Liganden wie Nitrilotriessigsdure (NTA) als Kopfgruppe tragen (siehe
Abbildung 2.11).1148-150]
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Abb. 2.11: Aufbau eines NTA-terminierten SAMs. Die Anbindung eines Polyhistidin-
exponierenden Biomolekiils erfolgt durch die Ausbildung eines Ni*'-Komplexes. Ein
Beispiel fiir die Struktur eines NTA-terminierten, oberflichenaktiven Molekiils ist rechts

dargestellt.

NTA-Kopfgruppen komplexieren Ni**-Ionen, sie belegen dabei jedoch nur
maximal vier Koordinationsstellen.[?!] Die verbleibenden Stellen konnen von
Histidin-Einheiten besetzt werden, so dass ein stabiler Komplex entsteht. Auf
diese Weise konnen Proteine komplexiert werden, die mit mehreren raumlich

benachbarten Histidinresten (his-Tag) ausgestattet wurden.
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Monolagen mit Einzelstrang-DNA

Monolagen mit Einzelstrang-DNA als Kopfgruppe konnen eingesetzt werden,
um spezifisch die komplementdre DNA anzubinden.[’52153] Auch hier werden
bevorzugt gemischte SAMs eingesetzt, damit der DNA-Strang fiir den Analyten
frei zuganglich bleibt und es nicht zu Querverkniipfungen zwischen den

einzelnen Kopfgruppen kommt (siehe Abbildung 2.12).
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Abb. 2.12: Aufbau eines DNA-basierten Sensors, bei dem ein Einzelstrang auf der
Oberfliche immobilisiert ist. Durch die Wahl eines geeigneten, gemischten SAMs kann der
komplementire Strang ungehindert anbinden. Ein Beispiel fiir die Struktur eines derartigen

SAM-bildenden Molekiils ist rechts dargestellt.

Sogar in komplexen Probenmatrices wie z.B. Blutserum, in denen eine Vielzahl
von Einzelstrdngen mit unterschiedlichen Nukleotidsequenzen vorliegt, konnen

die komplementdren Strange detektiert werden.[154-156]
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Kohlenhydrat-basierte Monolagen

Die Wechselwirkung von speziellen Proteinen, sogenannte Lektinen und
Kohlenhydrat-Strukturen ist ein in der Natur oft genutzter Mechanismus.[157-160]
Dabei konnen verschiedene Lektin-Spezies unterschiedliche Kohlenhydrat-
Strukturen binden. Diese Wechselwirkung wird in der Biosensorik ausgenutzt,
um verschiedene Lektine zu detektieren. Ein klassisches Beispiel ist Concanavalin
A, ein Lektin, das an Mannose anbindet.[161162] Ein Mannose-terminierter SAM
kann, zusammen mit Mangan(Il) als Cofaktor, als Sensor fiir diese Proteinklasse
verwendet werden.[163165] Auch die Adhédsion von Bakterien an Oberfldchen
erfolgt hdufig tiber die Anbindung an Kohlenhydrat-Strukturen. Vor allem
Bakterien mit speziellen Fimbrien, die ein Mannose-spezifisches Lektin namens
FimH besitzen,[1¢] konnen an Mannose-terminierte SAMs anbinden (siehe

Abbildung 2.13).[167-170]
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Abb. 2.13: Anbindung von E. co/i an einen Mannose-terminierten SAM. Die Anbindung
erfolgt an Fimbrien, welche tiber spezielle Mannose-spezifische Lektine verfigen. Ein
Beispiel fiir die Struktur eines Mannose-terminierten, oberflichenaktiven Molekiils ist rechts

dargestellt.
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2.7  Biosensoren in Polyglycerol-Matrices

Viele Strategien, die bei der Herstellung von SAM-basierten Biosensoren
Anwendung finden, konnen fiir die Modifizierung von biorepulsiven
Polyglycerolschichten adaptiert werden. Die zahlreichen freien OH-Gruppen der
Polyglycerol-Einheiten ermoglichen die Modifizierung mit sensorisch aktiven
Gruppen.[1711721 Dabei konnen die biorepulsiven PG-Matrices auch mit mehreren
Bindungsstellen versehen werden, so dass beispielsweise zwei verschiedene

Biomolekiile gleichzeitig anbinden konnen.

Fiir die Herstellung von PG-basierten Sensoren sind ebenfalls mehrere Strategien
denkbar. Zum einen konnen Polyglycerole synthetisiert werden, die sowohl mit
Ankergruppen zur Anbindung an die Oberfldche als auch mit sensorisch aktiven
Molekiilgruppen versehen werden. Diese Molekiile konnen auf der Oberfldche
abgeschieden werden und es entsteht ein Biosensor, dessen Polyglycerol-Matrix
die unspezifische Anbindung von Biomolekiilen unterdriickt und auf den

gewiinschten Analyten spezifisch anspricht.[173]

Zum anderen konnen bereits an die Oberfliche angebundene Polyglycerol-
Beschichtungen nachtraglich mit sensorisch aktiven Molekiilen modifiziert
werden.174] Die Herstellung von Sensoren, die etablierte Bindungsstellen wie
Biotin oder Mannose tragen, ist dabei ebenso moglich wie der Aufbau neuer
Sensortypen. So kann beispielsweise Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) an
die Polyglycerolschicht angebunden werden, um, &hnlich wie NTA (Kapitel
2.6.2), Biomolekiile mit Polyhistidin-Bausteinen iiber einen Ubergangsmetall-

komplex auf der Oberfldche zu immobilisieren (siehe Abbildung 2.14).
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OH OH OH OH OH OH OH OH
Metall

Abb. 2.14: Anbindung von EDTA an eine mit Polyglycerol modifizierte Oberfliche. Die
verbliebenen Koordinationsstellen des Nickelions konnen verwendet werden, um
Biomolekule mit his-Tag durch Komplexierung zu binden.

Polyglycerol-beschichtete Oberflichen konnen mittels Elektronenstrahl- oder
UV-Lithographie lateral strukturiert werden. Durch Variation der Polyglycerol-
Schichtdicke sowie der Strahlungsdosis ergibt sich eine hohe Flexibilitdt bei der

Herstellung komplexer geometrischer Strukturen.
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3 Bearbeitete Projekte

31 Die bearbeiteten Themen im iibergeordneten Zusammenhang

In dieser Arbeit werden Projekte beschrieben, die das Adsorptionsverhalten von
Biomolekiilen, insbesondere Proteinen, an verschiedenen Materialoberflachen
untersuchen. Von besonderem Interesse sind dabei sowohl biorepulsive als auch
biospezifische Beschichtungen und deren Kombinationsmoglichkeiten in der

Sensorik.

Der erste Schwerpunkt der dieser Arbeit zugrunde liegenden Forschung lag auf
der Beschichtung verschiedener oxidischer Oberflichen mit Polyglycerol.
Ausgehend von Glycidol kann Polyglycerol an der natiirlichen
Passivierungsschicht von Metallen wie Stahl und Aluminium polymerisiert
werden, wobei stabile und biorepulsive Beschichtungen entstehen. Die kovalente
Anbindung des Polymers an die nattirliche Oxidschicht des Metalls wurde dabei
zundchst mit Hilfe eines Haftvermittlers ermoglicht. Dieser Haftvermittler
verfuigt sowohl tiber Siloxan-Ankergruppen, die an die Oxidschicht anbinden, als
auch tiber Aminogruppen, die die Polymerisation von Glycidol initiieren. Bei der
Charakterisierung der Polymerschichten lag der Fokus auf den biorepulsiven

Eigenschaften des Systems, welche mittels Bakterientests ermittelt wurden.

Die Notwendigkeit eines Haftvermittlers fiir die Anlagerung von stabilen
Polyglycerol-Beschichtungen an Silicium-, Aluminium- und Stahloberflichen
wurde in einem weiteren Projektabschnitt untersucht. Dabei sollte die
Polymerisation an der Oxidschicht durch die Erh6hung der Reaktionstemperatur
erfolgen. Die direkte Anbindung der Polyglycerolschicht wiirde die Herstellung
der Schichten deutlich vereinfachen. Durch Protein- und Bakterientests wurden
die biorepulsiven Eigenschaften dieser Systeme ermittelt. Die Moglichkeit der

lateralen Strukturierung der Schichten mittels Elektronenstrahl-Lithographie
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wurde ebenso wie die chemische Modifizierung durch die Anbindung einer
weiteren Molekiillage untersucht. Auf diese Weise konnen beispielsweise
sensorisch aktive Bindungsstellen an die biorepulsive Oberfldche angebunden

werden.

Im zweiten Teil dieser Arbeit lag der Schwerpunkt auf biorepulsiven Be-
schichtungen, die aus nur einer Molekiillage bestehen. Mit selbstanordnenden
Monoschichten wurden dabei zundchst biorepulsive Oberflichen erzeugt und
charakterisiert. Ein besonderes Augenmerk lag auf dem Verhalten der
biorepulsiven Monolage gegeniiber UV-Strahlung. Dabei sollte ermittelt werden,
wie UV-Strahlung verschiedener Wellenldnge die Beschichtung abbaut. Diese
Informationen sind notwendig, um lateral strukturierte Sensoren mittels UV-
Lithographie erzeugen zu konnen. Von besonderem Interesse war aufSerdem die
Zersetzung der biorepulsiven Monolage bei der Bestrahlung unter Wasser. Fiir
den Einsatz von Lithographie-Techniken in mikrofluidischen Anlagen muss

dieses Zersetzungsverhalten genau untersucht werden.

Biorepulsive Monolagen konnen auch verwendet werden, um gezielt
Biomolekiile anzulagern. Die einzelnen Bausteine werden chemisch so
modifiziert, dass sie spezifische Bindungsstellen fiir diese Biomolekiile
darstellen. Die spezifische Anbindung eines Biomolekiils einerseits und die
Repulsivitdt gegentiber allen anderen Molekiilen andererseits ergeben die
Grundlage fiir einen funktionierenden Biosensor. Gerade bei der Detektion von
grofien Biomolekiilen oder Bakterien spielt jedoch nicht nur die chemische
Zusammensetzung, sondern auch die Ausrichtung und Zuganglichkeit der
Bindungsstelle eine entscheidende Rolle. Der Einfluss der Bindungsorientierung
wurde im Rahmen dieser Arbeit ermittelt. Dazu wurden Schichten hergestellt,
bei denen die Orientierung der Bindungsstelle gezielt mittels UV-Strahlung
kontrolliert werden kann. AnschlieSende Bakterientests sollten zeigen, ob sich

die Orientierungsdnderung auf die Anbindung der Mikroorganismen auswirkt.
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3.2  Polyglycerol-Beschichtungen

Ein bekanntes Problem in Medizin und Industrie ist die Anhaftung von
Proteinen oder Bakterien an Oberfldchen. Dieser Prozess, der Biofouling genannt
wird, hat einen grofien Einfluss auf die Funktionalitdt und Haltbarkeit von
Materialien, die in Kontakt mit Wasser stehen.[?3] In der Medizin konnen
Bakterienansiedlungen auf Implantaten oder Kathetern zu lebensbedrohlichen
Infektionen fiihren.[2021] Hgufig wird in solchen Féllen auf Antibiotika
zuriickgegriffen. Die Nebenwirkungen dieser Behandlungen sind jedoch hiufig
schwerwiegend, weshalb alternative Strategien zur Vermeidung von
Bakterienansiedlung gesucht werden. In den letzten Jahren wurden viele
Strategien entwickelt, um die Wechselwirkungen zwischen Mikroorganismen
und Oberfldchen zu unterdriicken.®] Oberfldchengebundene Polyethylenglycole
reduzieren die Anbindung von Proteinen oder Bakterien,[®2] sie sind jedoch
anfdllig  ftir  Oxidationsreaktionen und den damit verbundenen
Abbauprozessen,[1751791 was ihren Einsatz auf medizinischen Oberfldchen
limitiert. Polyglycerole weisen aufgrund ihrer verzweigten Struktur eine erhchte
Stabilitdit gegentiber Oxidationsreaktionen auf.[180] Die Verwendung der

stabileren Polyglycerole ist daher eine wirkungsvolle Alternative.

3.21 Anbindung von Polyglycerol an aminoterminierte Oberflichen

Viele Oberflichen eignen sich nur bedingt fiir die direkte Anbindung von
Polyglycerol, da die Reaktivitidt dieser Oberfldchen nicht ausreicht, um die Poly-
merisation von Glycidol zu initiieren. Deshalb wurde zu Beginn dieses Projekts
die Polymerisation von Glycidol an aminoterminierten Oberfldchen untersucht,

welche durch die Modifizierung von Siliciumoberflichen mit
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3-(Aminopropyl)trimethoxysilan (APTMS) hergestellt wurden (siehe Abbildung
3.2). Diese Molekiile sind bekannt fiir ihre Reaktivitit mit vielen Materialien
(Metall, Glas, Oxide) und erzeugen eine aminoterminierte Monolage auf der
Oberfldche.[181-184] Durch die Polymerisation von Glycidol an den Aminogruppen
konnen Schichten auf Oberfldchen erzeugt werden, welche die Adsorption von

Bakterien unterdriicken (siehe Abbildung 3.1).
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Abb. 3.1: Anbindung von (3-Aminopropyl)trimethoxysilan (APTMS) an die nattrliche

hydroxyterminierte Oberfliche eines Substrats. Die anschlieende Polymerisation von

Glycidol wird durch die exponierten Aminogruppen initialisiert.””

Fiir dieses Projekt wurden daher zundchst die Bedingungen fiir eine
Beschichtung von Siliciumoberflichen mit APTMS evaluiert. Die Vermeidung
von Multilagen ist dabei entscheidend, um die haftvermittelnde Fahigkeit der
Schicht zu garantieren. In einer Testreihe wurden Substrate unter verschiedenen
Bedingungen beschichtet. Stabile Monolagen konnten aus einer 10%igen APTMS-
Losung in Toluol gewonnen werden, wobei die Beschichtung bei 26 °C {iber 67
Stunden erfolgte (siehe Abbildung 3.2). Fiir alle weiteren Experimente dienten

derart erzeugte Schichten als Grundlage.
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Abb. 3.2: APTMS-Schichtdicke auf Silictumsubstraten nach der Abscheidung aus Toluol bei
verschiedenen Konzentrationen und Temperaturen. Die Beschichtungsdauer betrigt 2 h
(links) und 67 h (rechts).!”

Die Abscheidung der Polyglycerolschicht sollte aus einer 10%igen Losung in
N-Methyl-2-pyrrolidon (NMP) erfolgen. In einer Testreihe wurde zundchst die
Reaktionstemperatur, die fiir eine erfolgreiche Beschichtung notwendig ist,

ermittelt (siehe Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1: Ubersicht der untersuchten Beschichtungstemperaturen zur Herstellung stabiler
PG-Schichten auf APTMS-terminierten Siliciumoberflichen. Angegeben sind neben der
Schichtdicke auch der Kontaktwinkel, der im Zuge der Benetzung messbar ist (advancing,
adp.), und der Kontaktwinkel, der bei der Entnetzung verbleibt (receding, rec.).”™ Die besten

Bedingungen sind hervorgehoben.

Abscheidungsbedingung | Schichtdicke / nm | Kontaktwinkel (adv) | Kontaktwinkel (rec)
1 20°C,20h 0,3+0,1 46%3 2414
2 20°C, 50 h 1,3£0,8 34%2 17£5
3 80 °C, 20 h 1,0 £0,2 39%3 11£2
4 80 °C, 50 h 1,0£0,4 307 16£7
5 140 °C,17 h 2,8 10,6 303 16 £ 4
6 140 °C, 68 h 9,6 £0,9 20+ 2 8x3

Als Indikator fiir eine stabile Beschichtung wurden dabei sowohl die

ellipsometrisch bestimmte Dicke als auch der Kontaktwinkel von auf der Schicht
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aufgebrachten Wassertropfen verwendet. Eine Beschichtungstemperatur von
140°C stellte sich dabei als geeignet heraus und wurde fiir alle nachfolgenden

Experimente verwendet.

Um den Einfluss der Beschichtungszeit auf die Dicke der Polyglycerolschicht zu
ermitteln, wurden die APTMS-modifizierten Substrate unterschiedlich lange mit
Polyglycerol beschichtet. Die Ergebnisse dieser Testreihe zeigten eine Zunahme
der PG-Schichtdicke bei zunehmender Beschichtungsdauer (siehe Abbildung
3.3). Kontaktwinkelmessungen ergaben, dass die beschichteten Oberfldchen bei
steigender Beschichtungszeit zunehmend hydrophiler wurden. Da stark
hydrophile Oberfldchen die Anbindung von Proteinen und Bakterien verhindern,

ist dies ein erster Hinweis auf die Biorepulsivitdt der Schichten.
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Abb. 3.3: Dicke der Polyglycerolbeschichtung in Abhingigkeit von der Beschichtungszeit
(links). Mit steigender Schichtdicke sinkt der Wasser-Kontaktwinkel der Beschichtung
(rechts).”

Die Biorepulsivitat der PG-beschichteten Oberfldchen wurde in Adsorptionstests
mit E. coli-Bakterien ermittelt. Selbst diinne Polyglycerol-Beschichtungen zeigten
bei diesen Tests bereits eine deutlich geringere Bakterienanlagerung als
unbeschichtete Siliciumoberflichen. Mit steigender Beschichtungszeit konnten
Oberfldchen erzeugt werden, die die Adhédsion der E.coli um bis zu 98%

reduzieren (siehe Abbildung 3.4).
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Abb 3.4: Anlagerung von E. co/i in Abhangigkeit von der Polyglcerol-Schichtdicke (links).

Lasermikroskopische Aufnahmen von E. e/ auf unbeschichtetem Silicium (a) sowie auf

Siliciumoberflichen mit einer 2,3 nm dicken (b) und einer 11,6 nm dicken (c) PG-Schicht
(rechts)."”

Im ersten Projektabschnitt konnten somit Polyglycerolbeschichtungen, die
biorepulsive Eigenschaften aufweisen, in einem zweischrittigen Prozess an
Siliciumoberfldchen angebunden werden. Dafitir wurde eine aminoterminierte
Monolage auf die Oberfldche aufgebracht, die in einem zweiten Schritt die
Polymerisation von Glycidol initialisiert. Die Dicke dieser Polyglycerolschicht ist
abhédngig von der Beschichtungsdauer und kann die Bakterienadh&sion um bis

zu 98% reduzieren.

3.2.2 Anbindung von Polyglycerol an oxidische Materialien

Die direkte Beschichtung von oxidischen Oberflichen mit Polyglycerol hitte
gegeniiber der in Kapitel 3.2.1 beschriebenen Methode den Vorteil, dass der
Haftvermittler wegfiele, was eine Vereinfachung des Beschichtungsverfahrens
bedeuten wiirde. Die direkte Polymerisation von Glycidol sollte im zweiten

Teilprojekt entwickelt und optimiert werden. (siehe Abbildung 3.5).
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Abb. 3.5: Bei der Ring6ffnungspolymerisation von Glycidol kann die Hydroxyl-terminierte

Substratoberfliche als Initiator dienen. Es entsteht ein stark verzweigtes Polymer, das

kovalent an die Metalloberfliche gebunden ist.P¥

Fiir die Anbindung von Polyglycerol an die natiirliche Oxidschicht von
Materialien wie Silicium, Stahl oder Aluminium wurde zunidchst ein
Beschichtungsprotokoll entwickelt und optimiert. In Anlehnung an die im
vorigen Kapitel vorgestellten Ergebnisse wurden 10%ige Glycidol-Losungen in
verschiedenen Losungsmitteln (Dimethylsulfoxid (DMSO), N,N-
Dimethylformamid (DMF) und N-Methyl-2-pyrrolidon (NMP)) angesetzt und bei
verschiedenen Temperaturen zundchst fiir 24 Stunden als Beschichtungslosung
verwendet (siehe Tabelle 3.2). Die besten Ergebnisse wurden mit NMP als
Losungsmittel erzielt. In einer weiteren Testreihe wurde Diisopropylethylamin
(DIPEA) als Base zugesetzt, um die Polymerisation durch Deprotonierung der
Hydroxyl-Gruppen zu beschleunigen. Ein positiver Effekt durch DIPEA konnte

jedoch nicht beobachtet werden.
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Tabelle 3.2: Schichtdicke der Polyglycerolschicht auf Aluminium nach einer Beschichtung
fir 24 h bei verschiedenen Temperaturen und aus verschiedenen Losungsmitteln mit oder
ohne Diisopropylethylamin (DIPEA) als Base (0,5 %).""

Losungsmittel Beschichtung bei 80 °C Beschichtung bei 140 °C
1 DMSO -0,3 %+ 0,1 nm 0,1 £0,1 nm
2 DMF 1,7 £ 0,1 nm 2,1 0,1 nm
3 NMP 0,5+ 0,1 nm 17,6 £ 0,3 nm
4 DMSO + DIPEA -0,2 £ 0,1 nm 0,3+ 0,1 nm
5 DMF + DIPEA 1,4+ 0,1 nm 24+02n0m
6 NMP + DIPEA 0,2+ 0,1 nm 3,1+ 0,3 nm
Fiir alle Substratmaterialien wurden Experimente mit unterschiedlicher

Beschichtungszeit durchgefiihrt. Dabei zeigte sich fiir alle Substrate ein nahezu
linearer Zusammenhang zwischen der Dicke der abgeschiedenen Polyglycerol-
schicht und der Beschichtungszeit. Auf Siliciumsubstraten konnten bereits bei
100 °C stabile Polyglycerolschichten erzeugt werden. Testreihen bei 140 °C
jedoch zeigten, dass die Polymerisation bei erhdhten Temperaturen deutlich

schneller ablduft (siehe Abbildung 3.6 links).
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Abb. 3.6: Polyglycerol-Schichtdicke auf Silicium (links) und Stahl (rechts) in Abhangigkeit
von der Beschichtungszeit bei 100 °C (schwarz) und 140 °C (rot)."
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Ein vollig anderes Verhalten zeigte sich bei der Beschichtung von Stahlsubstraten
(siehe Abbildung 3.6 rechts). Bei 140 °C waren deutliche Korrosionsspuren auf
der Stahloberfldche zu sehen, eine Quantifizierung der Polyglycerolmenge war
nicht moglich. Nur durch Absenkung der Temperatur auf 100 °C konnten PG-

Schichten auf Stahl erzeugt werden, ohne diesen zu korrodieren.

Die Beschichtung von Aluminiumoberfldichen mit Polyglycerol erfolgt nur bei
Temperaturen von 140 °C (siehe Abbildung 3.7). Der Grund hierfir liegt
vermutlich in der besonders stabilen Passivierungsschicht von Aluminium. Diese
Schicht muss zundchst aufgebrochen werden, um freie Hydroxyl-Gruppen fiir

die Polymerisation von Glycidol zu erhalten.
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Abb. 3.7: Polyglycerol-Schichtdicke auf Aluminium in Abhingigkeit von der
Beschichtungszeit bei 100 °C (schwarz) und 140 °C (rot)(links). IRRA-Spektren der PG-
Schicht auf Aluminium nach 2 (tiirkis), 8 (blau), 18 (rot) und 24 (schwarz) Stunden
(rechts).””

Die Beschichtung der Substrate mit Polyglycerol kann auch mittels Oberfldchen-
IR-Spektroskopie verfolgt werden (siehe Abbildung 3.7 links).
2874 cm! und 2910 cm! (C-H Streckschwingung) und bei 1180 cm? (C-O-C

Signale bei

Streckschwingung) bestdtigen die Anbindung von Polyglycerol an die
Oberfldche. Ein ausgepragtes breites Signal bei 3414 cm! kann den Hydroxyl-

Streckschwingungen des ausgebildeten Polymers zugeordnet werden. Das
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Spektrum zeigt keine weiteren Signale, die auf Zersetzungsprodukte oder
Nebenreaktionen  hinweisen. = Eine nahezu lineare = Zunahme der

Signalintensitdten bei steigender Beschichtungszeit ist auch hier zu beobachten.

Um die biorepulsiven Eigenschaften der Polyglycerol-Beschichtung zu
bestimmen,  wurden  Protein-Adsorptionstests = auf  Substraten = mit
unterschiedlicher PG-Schichtdicke durchgefiihrt. Inkubationsexperimente mit
verschiedenen Proteinen (Albumin, Globulin, Fibrinogen) ergaben in allen Féllen
eine deutliche Abnahme der adsorbierten Proteinmenge mit steigender
Schichtdicke, bis eine vollstindige Unterdriickung der Proteinabsorption

nachweisbar war (siehe Abbildung 3.8, links).
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Abb. 3.8: Zusammenhang zwischen der Adsorption von Albumin und der PG-
Beschichtungszeit auf verschiedenen Materialien (links). Die Abhingigkeit der Albumin-

Adsorption und des Wasser-Kontaktwinkels der PG-Schichten auf Aluminium mit
[58]

verschiedenen Schichtdicken sind rechts dargestellt.
Ein &dhnlicher Trend wurde fiir den Wasser-Kontaktwinkel der
Polyglycerolschichten beobachtet: Mit zunehmender Schichtdicke sinkt der
Kontaktwinkel der beschichteten Oberfldche, was einem steigenden hydrophilen
Charakter der Schicht entspricht (siehe Abbildung 3.8, rechts). Allgemein wird
angenommen, dass solche hydrophilen Oberflichen die Anbindung von

Proteinen und Bakterien verhindern.
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Um die repulsiven Eigenschaften der Polyglycerolschichten gegeniiber Bakterien
zu uberpriifen, wurden Testreihen mit E. coli-Bakterien durchgefiihrt, die ein
griin fluoreszierendes Protein (GFP) exprimieren. Dazu wurden zwei
unterschiedliche Schichtdicken getestet (siehe Abbildung 3.9). Zum einen
wurden 5 nm dicke Polyglycerolschichten verwendet, da auf Substraten mit
solchen Schichten die Adsorption von Proteinen vollstindig unterdriickt wird.
Zum anderen wurden Substrate mit einer 17 nm dicken PG-Schicht getestet, die

nach einer Beschichtungszeit von 24 Stunden bei 140 °C erhalten werden.

5nm PG auf Al 17nm PG auf Al Al-Referenz

log(Bakterienzahl pro cm?)
(4]

Abb. 3.9: Fluoreszenz-mikroskopische Aufnahmen von GFP exprimierenden E. co/i auf
unbehandelten Aluminiumsubstraten und Polyglycerolschichten mit 5 nm oder 17 nm
Schichtdicke (links). Die Zahl der Bakterien auf diesen Substraten ist rechts dargestellt."

Die Auswertung der Bakterientests ergab, dass bereits 5 nm dicke PG-Schichten
die Adsorption von Bakterien um mindestens 90% reduzieren konnen
(Abbildung 3.9 zeigt die Daten fiir E.coli auf Aluminiumsubstraten). Die
Biorepulsivitat konnte durch eine dickere Polyglycerolschicht noch deutlich
verbessert werden. Auf den Proben mit einer 17 nm dicken PG-Schicht konnten
lediglich 0,1% der Bakterien im Vergleich zu unbehandelten Substraten
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 3.9). Diese Tests zeigen deutlich, dass
eine vollstindige Proteinresistenz kein ausreichendes Kriterium fiir die

Biorepulsivitat einer Oberflédche ist.
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Im Rahmen dieses Projektabschnitts konnte die direkte Beschichtung von
oxidischen Oberflichen mit Polyglycerol entwickelt werden. Die Aluminium-,
Silicium- und Stahloberflichen wurden dafiir bei erhohter Temperatur in einer
10%igen Glycidol-Losung in NMP beschichtet. Die Beschichtungsdauer ist ein
entscheidender Faktor fiir die Dicke der abgeschiedenen Polyglycerolschicht und
damit auch fir die Biorepulsivitit. Je grofler die abgeschiedene
Polyglycerolmenge ist, desto hoher ist auch die Biorepulsivitdt der Schicht, wie
durch Adsorptionstests mit verschiedenen Proteinen und Bakterien gezeigt
werden konnte. Die Menge der adsorbierten Bakterien konnte dabei um bis zu
99,9% reduziert werden. Die Schichtdicke, bei der eine vollstindige
Unterdriickung der Proteinadhdsion nachgewiesen werden konnte, ist jedoch
nicht ausreichend, um auch die Adsorption von Bakterien vollstindig zu
unterdriicken. Die Resistenz einer Oberfldche gegentiber der Adsorption von
Mikroorganismen kann demnach nicht allein aufgrund von Proteinresistenz-

messungen vorhergesagt werden.

3.2.3 Stabilisierung von Polyglycerolschichten durch quervernetzende

Molekiile

Die hyperverzweigte Struktur von Polyglycerol ermoglicht eine dichtgepackte
Beschichtung von Oberflichen. Durch die zahlreichen Etherbindungen ist sie
jedoch auch anfillig fiir Abbauprozesse durch Umwelteinfliisse wie
beispielsweise UV-Strahlung.[185] Wird die Bindung zwischen der PG-
Beschichtung und der Oxidschicht der Oberflidche zerstort, so 16st sich die darauf
aufgebaute verzweigte Struktur und es entstehen grofie Liicken in der
Beschichtung. Eine Quervernetzung der einzelnen Polymerstrange konnte diesen

Effekt reduzieren. Dazu eignen sich Molekiile, die mindestens zwei reaktive
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Gruppen besitzen und tber ein ausreichend flexibles Molekiilgertist verfiigen.
Die Enden der einzelnen Polyglycerolstrange sollten mit den quervernetzenden
Molekiilen reagieren, was zu einer gesteigerten Stabilitdt der gesamten Schicht

fithren sollte.

Um diese Stabilisierungsstrategie zu testen, wurde Ethylenglycol-diglycidylether
(EGDGE, siehe Abbildung 3.10) als quervernetzendes Agens verwendet, das ein

dhnliches Strukturmotiv wie Glycidol aufweist.

°7 o~0_Lo
Abb. 3.10: Strukturformel von Ethylenglycol-diglycidylether (EGDGE).

Beide Molekiile weisen dhnliche Loslichkeitseigenschaften auf und eignen sich
deshalb fiir Copolymerisations-Experimente. In einer ersten Testreihe wurden
beide Molekiile als 10%ige Losungen in NMP angesetzt und in verschiedenen
Mischungsverhiltnissen fiir die Beschichtung von Aluminiumoberflichen

verwendet (siehe Abbildung 3.11).
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Abb. 3.11: Schichtdicke des Polyglycerol- EGDGE-Copolymers in Abhangigkeit vom
Molenbruch (links). Die IRRA-Spektren der auf Aluminium abgeschiedenen Copolymere
unterstiitzen die Ellipsometriewerte (rechts). Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind
lediglich die Spektren der Molenbriiche x= 0 (schwarz); 0,1 (blau); 0,3 (turkis); 0,5 (pink) und
1 (rot) abgebildet.
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Die Mischungsverhiltnisse der Monomere haben einen deutlichen Einfluss auf
die Dicke der abgeschiedenen Polymerschicht. Je mehr EGDGE in der
Beschichtungslosung vorhanden ist, desto kleiner ist die Dicke der
abgeschiedenen Schicht. Die IRRA-Spektren der quervernetzten Schichten
bestédtigen diese Ergebnisse: Bereits bei einer niedrigen EGDGE-Konzentration
sind die charakteristischen Signale des Polyglycerols bei 3420, 2900 und 1100 cm-!
nur noch in abgeschwéchter Form zu sehen. Bei hohen EGDGE-Konzentrationen
ist ein weiteres Signal bei 950 cm zu erkennen, welches charakteristisch fiir
Epoxid-Schwingungen ist (siehe Abbildung 3.11). Eine Quervernetzung scheint
hier nicht stattzufinden, da die zweite Epoxidgruppe des EGDGE noch intakt ist.
Die sterisch anspruchsvolle Struktur des EGDGE ist ein moglicher Grund fiir die
deutlich niedrigeren Schichtdicken. Die Polymerisationsreaktion an der
Oberfldche ist beendet, sobald aufgrund der erhohten sterischen Hinderung
durch die EGDGE-Molekiile kein weiteres Monomer anbinden kann. Dies
geschieht umso haufiger, je mehr EGDGE in der Beschichtungslosung vorhanden
ist. Die in Abbildung 3.11 dargestellten Werte fiir die Dicke der Beschichtung
weisen zudem darauf hin, dass bei besonders hohen EGDGE-Konzentrationen
(Molenbruch = 0,4) eine Monolage des Diepoxids abgeschieden wird (siehe
Abbildung 3.12).
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Abbildung 3.12: EGDGE-Monolage an einer oxidischen Oberfliche. Die Darstellung legt
nahe, dass die bei der Ring6ffnungsreaktion entstehende Hydroxyl-Gruppe sterisch zu

abgeschirmt ist, um ein weiteres Monomer anzulagern.
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Die Copolymerisation von Glycidol mit einem Diepoxid fiihrt also nicht zu einer
erhohten  Stabilitit der PG-Schicht, da unter den  beschriebenen
Beschichtungsbedingungen die Dicke der copolymerisierten Schichten in jedem
Mischungsverhiltnis deutlich zu niedrig ist, um die Adsorption von
Biomolekiilen zu verhindern (siehe Kapitel 3.2.2). Zudem findet keine

Quervernetzung zwischen den einzelnen Polymerstrangen statt.

Da die Copolymerisation nicht zum gewtinschten Erfolg fiihrt, wurde ein
alternativer Ansatz zur Erh6hung der Schichtstabilitdt durch die nachtrégliche
Quervernetzung mit EGDGE in einem zweiten Beschichtungsschritt untersucht.
Dabei wurde zundchst eine 5nm dicke Polyglycerolschicht auf einem
Aluminiumsubstrat polymerisiert und anschlielend mit EDGDE tiiberzogen

(siehe Abbildung 3.13).
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Abb. 3.13: Nachtriglich mit EGDGE (rot) modifizierte Polyglycerol-Beschichtung (links).
Die IR-Spektren vor (schwarz) und nach (rot) der Beschichtung mit EGDGE sind rechts
abgebildet.

Die erfolgreiche Umsetzung der Polyglycerolschicht mit EGDGE kann mittels
Ellipsometrie und IRRA-Spektroskopie belegt werden. Nach fiinfstiindiger
Beschichtung in einer 10%igen EGDGE-Losung in NMP ist die Schichtdicke um
etwa 0,8 nm erhoht. Im IR-Spektrum (siehe Abbildung 3.13, rechts) sind neue
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Signale bei 1250 cm™ und 1750 cm™ zu beobachten, die den charakteristischen
Schwingungsmoden des EGDGE zugeordnet werden koénnen. Epoxid-
Schwingungen bei 950 cm-!, die auf eine unvollstindige Quervernetzung des

Diepoxids hindeuten wiirden, sind nicht vorhanden.

Um zu tiberpriifen, ob die Umsetzung mit EGDGE zu einer hoheren Stabilitét der
Beschichtung fiihrt, wurden die Substrate mit UV-Strahlung bei 254 nm mit einer
Dosis von 5]/cm? bestrahlt. Der Abbau der mit EDGDE modifizierten
Polyglycerolschicht konnte dabei ebenfalls mittels IRRA-Spektroskopie verfolgt
werden (siehe Abbildung 3.14 rechts).
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Abb. 3.14: IRRA-Spektren des UV-induzierten Abbaus mit 254 nm bei 5 J/cm” (schwarz)
einer reinen Polyglycerolschicht (links) und einer mit EGDGE postmodizierten PG-Schicht
(rechts): Die Zersetzung der Beschichtungen sind durch die deutliche Abnahme der
Signalintensitit der C-O-C-Schwingung bei 1100 cm™ erkennbar. Die Schwingung bei 1750
cm’' deutet auf eine Carbonyl-Spezies als Zersetzungsprodukt hin. Zum Vergleich sind die
IRRA-Spektren der unbelichteten Substrate rot dargestellt.

Die Auswertung der IRRA-Spektren ergab keine erhohte Stabilitdt der mit
EGDGE quervernetzten Polymerschichten. Analog zu den mit reinem
Polyglycerol beschichteten Substraten (sieche Abbildung 3.14 rechts) ist die
Zersetzung der Polymerschicht deutlich durch die Abnahme der C-O-C-
Signalintensitdt bei 1100 cm zu beobachten. Der Abbau dieses Signals scheint

bei den modifizierten Substraten sogar noch deutlicher ausgepragt zu sein. Die
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Carbonylspezies als Zersetzungsprodukt kann in beiden Beschichtungen durch
die Signale bei 1750 cm™ nachgewiesen werden. Die Modifizierung der
Polyglycerolschichten mit EGDGE ist daher nicht geeignet, um die Stabilitdt der
Schicht gegentiber UV-Strahlung zu erhshen.

Eine erhohte Stabilitdt von Polyglycerolschichten durch die Copolymerisation
oder Modifikation mit quervernetzenden Diepoxiden konnte im Rahmen dieses
Projektabschnitts nicht beobachtet werden. In Copolymerisations-Experimenten
konnten keine stabilen biorepulsiven Schichten erzeugt werden. Die Beimischung
des Diepoxides verhindert die Ausbildung einer ausreichend dicken
Polymerschicht. Eine erhohte Stabilitdt durch die nachtrédgliche Modifikation von
Polyglycerolschichten mit diesen quervernetzenden Molekiilen konnte ebenfalls
nicht nachgewiesen werden. Zukiinftige Versuchsreihen sollten daher die

Anwendbarkeit anderer quervernetzender Molekiile untersuchen.

3.24 Lithographie an Polyglycerolschichten

Mittels Elektronen- oder UV-Strahlen konnen hochaufgeloste geometrische
Strukturen oder Gradienten auf biorepulsiven Oberfldchen erzeugt werden. Fiir
Polyethylenglycol-modifizierte Goldoberfldchen sind derartige Strukturierungs-
Methoden bereits etabliert,[1] aber auch andere Beschichtungen auf
verschiedenen Materialen konnen durch geeignete lithographische Verfahren

strukturiert werden.[186]

Polyglycerol-basierte Beschichtungen haben ein hohes Potential als Basis fiir
lithographische Anwendungen. Die Strukturierung der Oberfliche kann nicht
nur durch die Wahl einer geeigneten Dosis, sondern auch durch die prizise

Einstellung der Schichtdicke des Polyglycerolfilms erfolgen. Um zu untersuchen,
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ob die Strukturierung von Polyglycerol mittels Elektronenstrahlen moglich ist,
sollten Strukturen mit unterschiedlichen Dosen als Gradienten auf den
Oberflichen erzeugt werden. Als Testmuster wurden dazu sechs
Gradientenbahnen verwendet, bei denen die Dosis von 0-6 mC/cm? variiert

wurde (siehe Abbildung 3.15, links).

Abb. 3.15: REM-Aufnahme des Gradientenmusters, welches zur Strukturierung der
Oberfliche mittels Elektronenstrahlen verwendet wurde (links). AFM-Aufnahme einer
10 nm dicken Polyglycerolschicht auf Aluminium nach der Strukturierung (rechts). Es ist

deutlich zu erkennen, dass die Bestrahlung mit Elektronen zu einer glatteren Oberfliche
tithrt.

Der Erfolg der Strukturierung der Oberfliche konnte auch mittels
Rasterkraftmikroskopie nachgewiesen werden (siehe Abbildung 3.15 rechts). Die
einzelnen Bahnen konnen eindeutig auf der Oberfldche identifiziert werden.
Dabei ist deutlich eine erhohte Rauheit der nicht bestrahlten Areale zu sehen.
Auch die durch die schrittweise erhohte Dosis erzeugten Gradienten sind im

Ansatz erkennbar.

Das Konzept der lithographischen Strukturierung der Oberfliche mittels
Elektronenstrahlen konnte erfolgreich auf Polyglycerolschichten angewendet
werden. Zukiinftige Versuchsreihen sollten die optimale Dosierung der

Elektronenstrahlen in Abhidngigkeit von der Dicke der Polyglycerol-
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Beschichtung ermitteln, um die Anlagerung von Proteinen prézise vorhersagen

zu konnen.

3.2.5 Modifizierung von Polyglycerolschichten

Neben dem Einsatz von strahlungsbasierten Verfahren kénnen auch chemische
Verfahren zur Anbindung verwendet werden, um spezifische Erkennungsstellen
in eine Polyglycerol-Matrix einzubetten. Um derartige Bindungsstellen an die
freien Hydroxyl-Gruppen der Polyglycerolschicht anzubinden, ist eine Vielzahl
von Synthesestrategien denkbar. Eine dieser Strategien ist die Anbindung von
sensorisch aktiven Molekiilen {iiber Veresterungsreaktionen. Entsprechende
Molekiile zur Modifizierung miissen {iber eine Carbonsdurefunktion als
potentielle Ankergruppe verfligen. Viele sensorisch aktive Molekiile, wie
beispielsweise  Biotin, tragen  bereits Carbonsduregruppen.  Andere
Erkennungsstellen kénnen jedoch tiber etablierte Syntheserouten mit derartigen

Funktionalitdten ausgestattet werden.

In diesem Projektabschnitt wurde untersucht, ob die Anbindung von
verschiedenen sensorisch aktiven Molekiilen an Polyglycerolschichten moglich
ist, ohne dass die Biorepulsivitit der PG-Schicht oder die Aktivitdt des
Erkennungsmolekiils verloren geht. Dazu wurde zunédchst
Ethylendiamintetraessigsdaure (EDTA) als Testmolekiill verwendet. Die
Anbindung von EDTA an die PG-Schicht wiirde die Ausbildung von Metall-
Komplexen zur Detektion von Biomolekiilen mit Polyhistidin-Einheiten

ermoglichen (siehe Abbildung 3.16).

50



Bearbeitete Projekte

Kro
Fobe R
Oj\'&iﬂf'*v HO’Y? ik ”°v° Hn’ﬁ

(o]

OH
I Metall I

Histidin-

EN Rest

X OH
Metall

Abb. 3.16: Anbindung von EDTA an eine mit Polyglycerol modifizierte

Aluminiumoberflache. Die EDTA-terminierten Schichten konnen zur Detektion von

Biomolekulen mit Polyhistidin-Einheiten genutzt werden, da es zur Ausbildung eines
Nickel(IT)-Komplexes kommt.

Fiir eine effektivere Anbindungsreaktion wurde eine Sduregruppe des EDTA

zundchst in ein Sdurechlorid iiberfithrt, um sie fiir die Reaktion mit den

Hydroxyl-Gruppen der Polyglycerolschicht zu aktivieren. Die erfolgreiche

Anbindung von EDTA konnte mittels Ellipsometrie belegt werden. Die Dicke der

oberflachengebundenen Schicht steigt nach der Beschichtung mit EDTA um circa

0,7 nm an (siehe Abbildung 3.17)
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Abb. 3.17: IRRA-Spektren von Polyglycerolschichten vor (schwarz) und nach der
Modifizierung mit EDTA (rot) (links). Die Entwicklung der Schichtdicke des Systems nach
den einzelnen Beschichtungsschritten und Adsorptionstests ist rechts dargestellt.
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Die IR-Spektren belegen die Anbindung von EDTA an die Polyglycerolschicht.
Die Schwingungsbanden des EDTA bei 1724, 1648, 1420, 1262 und 1108 cm-! sind
nach der Modifizierung ebenso deutlich zu erkennen wie die Ester-
Streckschwingung bei 1335 cm-l. Dies ist ein erster Hinweis darauf, dass die
Funktionalitdt des EDTA bei der Anbindung nicht verloren gegangen ist. Die
ausgepragten Hydroxid-Schwingungsbanden bei 3500 cm sind auch nach der
Modifizierung mit EDTA noch deutlich erkennbar. Diese Banden, die fiir die
Anwesenheit eines Hydrogels auf der Oberflache sprechen, sind ein Hinweis
darauf, dass die biorepulsiven Eigenschaften der PG-Beschichtung weiterhin

vorhanden sind.

Um die Repulsivitdt gegentiber unspezifischer Adhdsion zu messen, wurden die
beschichteten Oberfldchen dabei zundchst mit Albumin inkubiert. AnschliefSend
wurden Adsorptionstests mit Ubiquitin, einem nattirlich vorkommenden Protein,
das mit einer Polyhistidin-Einheit modifiziert wurde, durchgefiihrt (siehe
Abbildung 3.17). Die Adsorptionstests belegen die biorepulsive Funktionalitét
der modifizierten Polyglycerol-Beschichtung. Die spezifische Anbindung von
Proteinen mit Polyhistidin-Einheit kann mittels Ellipsometrie belegt werden. Die
Messungen zeigen auch, dass die Anbindung nur stattfinden kann, wenn

Nickel(II)-Ionen als Zentralion anwesend sind.

Das Konzept der Modifizierung von Polyglycerol mit EDTA kann auch auf
andere, sensorisch aktive Molekiile tibertragen werden. In ersten Testreihen
konnte auch Biotin erfolgreich an Polyglycerolschichten angebunden werden

(siehe Abbildung 3.18).
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Abb. 3.18: Schematische Darstellung einer mit Biotin modifizierten Polyglycerolschicht
(rechts). IRRA-Spektren von Polyglycerolschichten vor (schwarz) und nach der
Modifizierung mit Biotin (rot) (links).
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IR-Spektroskopische Messungen von Biotin-modifizierten Polyglycerolschichten
zeigen zusdtzliche Signale bei 1780, 1734, 1697, 1385, 1258 und 1221 cm-!, die den
Schwingungsmoden des Biotins zugeordnet werden konnen. Alle
charakteristischen Banden des Polyglycerols sind auch nach der Modifizierung
noch vorhanden, die biorepulsiven Eigenschaften der Schicht werden demnach

durch die Biotin-Anbindung nicht beeintradchtigt.

Die spezifische Anbindung sensorisch aktiver Molekiile an Polyglycerolschichten
konnte in diesem Teilprojekt erreicht werden. Es wurde nachgewiesen, dass die
Bindungsstelle nach der Anbindung an die Oberfldche ihre Aktivitdt behalt.
Weiterfithrende Analysen dieser Beschichtungen sollten ebenso Bestandteil
zukiinftiger Forschung sein wie die Entwicklung neuer spezifischer

Erkennungsmolekiile zur Anbindung an Polyglyceroloberfldchen.
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3.3 Stabilitit von Oligoethylenglycol-Monolagen gegeniiber UV-
Strahlung zur gezielten Verwendung in der Lithographie

Eine der Herausforderungen der modernen Nanotechnologie ist die Entwicklung
effizienter und flexibler Methoden zur Herstellung von geordneten, komplexen
Proteinstrukturen. Derartige Strukturen sind von grofifem Interesse in der
Mikrobiologie und der Medizintechnik. Sie finden Anwendung in der
Untersuchung von Struktur und Funktion von Proteinen, pharmazeutischen
Screening-Experimenten, der Untersuchung von Zellen und der medizinischen
Diagnostik. Fine proteinabweisende Hintergrund-Matrix, welche die spezifisch
proteinbindenden Bereiche umgibt, ist ein wichtiges Element derartiger
Proteinstrukturen.8719] Diese Matrix besteht hadufig aus Oligo- oder
Polyethylenglycol-Bausteinen, die als Polymer oder als SAM vorliegen und in
der Regel nachtrdglich zwischen den proteinadsorbierenden Strukturen
aufgebracht werden. Bei diesem Prozess, dem sogenannten backfilling, werden
Masken oder Stempel verwendet, um lateral strukturierte Oberflichen zu

erzeugen.[19419]

Eine Alternative zur backfilling-Strategie ist die Modifizierung einer zunéchst
vollstandig geschlossenen Schicht aus biorepulsiven Oligoethylenglycol-
Bausteinen mittels Elektronenstrahlen (siehe Kapitel 2.6.1). Durch die
Bestrahlung mit Elektronen werden die Matrixmolekiile abgebaut, indem die
OEG-Einheiten sowie die Bindungen der Thiolate zu der Goldoberfldche
gespalten werden. Die bestrahlten Areale verlieren dabei ihre biorepulsiven
Eigenschaften, weshalb sie zur unspezifischen Proteinanlagerung verwendet
werden konnen. Auch die nachtrdgliche Einbringung  geeigneter
Erkennungsstellen ist moglich und gestattet zudem die spezifische Anlagerung

von DProteinen. Mit Hilfe von Elektronenstrahlen konnen geometrische
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Strukturen mit einer lateralen Auflésung von unter einem Mikrometer erzeugt
werden (siehe Kapitel 2.6.2).

Die Strukturierung von biorepulsiven Oberflichen mittels Elektronenstrahl-
Lithographie (electron beam lithography, EBL) bietet enorme Vorteile gegentiber
dem Kklassischen backfilling-Ansatz, da die laterale Auflosung der
Oberfldachenstrukturen deutlich hoher ist. Das System ist zudem deutlich
toleranter gegentiber molekularen Funktionalitdten, wodurch viele verschiedene
Molekiille und Substrate eingesetzt werden konnen. Da der benétigte
Elektronenstrahl jedoch ausschliefilich im Hochvakuum betrieben werden kann,

ist diese Lithographietechnik deutlich aufwandiger als der backfilling-Prozess.

Der Einsatz von UV-basierten Lithographietechniken stellt daher eine Alternative
zur Elektronenstrahl-Lithographie dar. Auch kurzwellige UV-Strahlung fiihrt zur
Spaltung der Etherbindung zwischen den einzelnen EG-Bausteinen.'31] Sogar die
Oxidation der Gold-Schwefel-Bindungen eines thiolat-basierten SAMs kann
durch UV-Bestrahlung ermoglicht werden. Besonders vorteilhaft ist hier der
geringe apparative Aufwand, da die Strukturierung unter Standardbedingungen

erfolgen kann.

3.3.1 Lithographie von Oligoethylenglycol-Monolagen mit langwelliger
UV-Strahlung

Im ersten Projektabschnitt wurde getestet, ob auch langwellige UV-Strahlung zur
Strukturierung von OEG-haltigen Beschichtungen verwendet werden kann. Fiir
die Fokussierung von UV-Strahlung mit Wellenldngen unter 365 nm sind
spezielle Optiken aus Quarz noétig, da nur diese eine ausreichende Transparenz
fir UV-Strahlung besitzen. Strahlung mit Wellenldngen oberhalb von 365 nm
kann dagegen durch Glaslinsen fokussiert werden, die kommerziell erhdltlich

und weit verbreitet sind.
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Zunidchst wurde eine Belichtungsapparatur konstruiert, mit der eine mindestens
1 cm? grofie Fliche homogen und mit moglichst grofier Leistung bestrahlt
werden kann. Da sichergestellt werden sollte, dass der Abbau der OEG-Schicht
tatsachlich bei 390 nm moglich ist, wurden Leuchtdioden verwendet, die nur eine
schmale Emissionsbande besitzen. Diese Dioden konnen mit einer konstanten
Lichtleistung und gleichzeitig einer geringen Warmeemission betrieben werden,
so dass eine dosisabhdngige Abbaugeschwindigkeit der OEG-Schicht ermittelt

werden kann, ohne dass Temperatureffekte auftreten.

Die Anwendungsmoglichkeiten von langwelligem UV-Licht zur Strukturierung
von oligoethylenglycolhaltigen Beschichtungen wurde mit drei OEG-SAMs
verschiedener EG-Kettenldnge untersucht (siehe Abbildung 3.19 a-c).

a) HsWo/\\/O\/’\O/\fOH
b) HS%WD/\/O\//\“O”\/D\/\D’”\/OH

c) HsWo%ovﬁ“O%O\\/\owowOH "
Q N

H
d) HSMNW\NYNMO%OWNMNH
S

0 H

o]

Abb. 3.19: Strukturformeln der verwendeten Oligoethylenglycol-Derivate: a) EG30H,
b) EG50H, ¢) EG60OH. Fir die Austauschexperimente wurde ein Biotin-terminiertes OEG-
Derivat verwendet (d).

Fiir die Herstellung der Proteinstrukturen ist es zundchst wichtig, die Art und
das Ausmafs des Abbauprozesses der OEG-SAMs bei verschiedenen UV-Dosen
zu bestimmen. Dieses Abbauverhalten wurde in einer Testreihe mit
verschiedenen Dosen wuntersucht und mittels Rontgen-Photoelektronen-
spektroskopie (X-ray photoelectron spectroscopy, XPS) quantifiziert (siehe
Abbildung 3.20).
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Abb. 3.20: XPS-C 1s-Signal von EG,OH-Monolagen, die unterschiedlich stark mit UV-Licht
von 390 nm Wellenlinge bestrahlt wurden (a). Die Schidigung der Monolagen, die einer

Reaktion erster Ordnung entspricht, kann durch die Auswertung der Intensitat der Alkyl-
und OEG-Signale quantifiziert werden (b).196)

Das C 1s-Spektrum einer nicht mit UV-Licht bestrahlten EGsOH-Monolage zeigt
zwei charakteristische Signale bei Bindungsenergien von 284,6 und 286,4 eV, die
den Alkyl(C-C)- und den OEG(C-O)-Einheiten der Monolage zugeordnet werden
konnen (siehe Abbildung 3.20 a).[13119719] Nach der Bestrahlung mit UV-Licht
kann der Abbau einzelner Bindungen in den OEG-Einheiten verfolgt werden. Die
entstehenden OEG-Fragmente desorbieren nach ihrer Abspaltung und sind nicht
langer auf der Substratoberfliche nachweisbar. Die Intensitdt des Kohlenstoff-
signals der C-O-Bindungen der Monolage verringert sich mit zunehmender UV-
Dosis deutlich stdrker als die Intensitit des C-C-Signals, was auf einen
bevorzugten Abbau der OEG-Einheit im Vergleich zu der Alkyleinheit des SAMs
hindeutet. Mit zunehmender Strahlungsdosis konnen im C 1s-Spektrum auch
C=0-Signale mit einer Emissionsbande von circa 289 eV nachgewiesen werden,
welche die Anwesenheit von Carbonyl-Gruppen als Oxidationsprodukte belegen

(siehe Abbildung 3.20 a).['971%8] Zur Quantifizierung des Schichtabbaus durch
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langwellige UV-Strahlung wurden die Intensitdten der Alkyl (C-C)-Signale und
die der OEG (C-O)-Signale ermittelt (siehe Abbildung 3.20 b). Das Verhaltnis
dieser Signale nimmt fiir alle drei OEG-Monolagen mit zunehmender
Bestrahlungs-Dosis exponentiell ab, was der Kinetik einer Reaktion erster

Ordnung entspricht.

Mit Hilfe der Signalverhiltnisse und der berechneten exponentiellen Kurven-
parameter kann der Wirkungsquerschnitt o des UV-basierten Abbauprozesses
bestimmt werden. Der Wirkungsquerschnitt ist ein Mafl fiir die
Wahrscheinlichkeit, dass die einfallende UV-Strahlung eine Abbaureaktion bei
den Molekiilen der Monolage auslost. Die Berechnung erfolgt unter Verwendung

der Formell199,200]
I =1Igg + (Ig — Isge) - 7%V 61)

in der I das Verhdltnis der Signalintensitdten in Abhdngigkeit von der UV-Dosis
pro Fldche (Puv, angegeben in J/cm?), Io das Signalverhiltnis vor der Bestrahlung
und Lt das Signalverhéltnis bei maximal stark belichteten Monolagen darstellt.
Die Wirkungsquerschnitte der unterschiedlichen Monolagen sind in Tabelle 3.3

zusammengestellt.

Tabelle 3.3: Wirkungsquerschnitte o des UV-basierten Abbaus der OEG-Kette bei 390 nm.

Die Werte sind in 10" cm”/Photon angegeben."””

EGc«OH EGsOH EG;0OH

OEG-Abbau 1,6 £ 0,7 21+£10 43+20

Der Wirkungsquerschnitt des OEG-Abbaus sinkt, je langer die OEG-Kette ist. Ein
derartiges Verhalten konnte schon beim UV-Abbau mit kurzwelligem UV-Licht

beobachtet werden.['31] Dies deutet darauf hin, dass die Effizienz des UV-
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induzierten Abbaus hoher ist, wenn kurzkettige OEG-Monolagen bestrahlt

werden.

Mittels XPS konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Energie der UV-Strahlung
bei 390 nm ausreicht, um die Gold-Schwefel-Bindung zu spalten. Die
Photooxidation der Thiolat-Ankergruppe erfolgt zeitgleich mit der Zersetzung
der OEG-Einheiten, was anhand des S 2p-Signals untersucht werden kann (siehe

Abbildung 3.21).

a))kPS:Sz'p Au-S’ b) '50‘ SO Aus c)' soz' Au-S| d') ' '. Eés
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Abb. 3.21: S 2p-Signal von bestrahlten EG,OH-(a), EG,OH-(b), EG;OH-(c) Monolagen.
Der Abbau des Au-S-Signals bei 162 eV ist ein MaB fiir die Schidigung der Monolage (d).!"!

Die Lage der S 2ps3/2, 2p1/2-Doubletts im Spektrum der unbestrahlten Monolagen
bei etwa 162,0 eV belegt die Existenz einer intakten Thiolat-Gold-Bindung in
einem hoch geordneten SAM.[200201] Fiir alle drei Molekiile wurde gezeigt, dass
das Signal der Thiolat-Spezies mit zunehmender Bestrahlung kleiner wird und
mehrere neue Doublets auftreten, deren Intensititen mit zunehmender
Bestrahlung steigen. Diese Doublets konnen oxidierten Schwefelspezies
zugeordnet werden.[202203] Anhand der Signal-Integrale der Thiolat-Spezies kann
auch hier ein exponentieller Trend fiir den Abbau der OEG-SAMs festgestellt
und durch Auswertung des Trends der Wirkungsquerschnitte der Thiolspaltung
berechnet werden (siehe Tabelle 3.4).

60



Bearbeitete Projekte

Tabelle 3.4: Wirkungsquerschnitte des UV-basierten Abbaus der Thiolatbindung bei 390 nm.

Die Werte sind in 10" cm”/Photon angegeben."™”

EGc«OH EGsOH EG;OH

Thiolatspaltung 1,3+£1,0 41120 39+26

Wie bei der Thiolatspaltung wurde der niedrigste Wirkungsquerschnitt bei
langkettigen EGsOH-Monolagen gemessen. Fiir kiirzere OEG-Ketten ist der
Wirkungsquerschnitt deutlich hoher, allerdings unterscheiden sich EGsOH und
EG30H nicht signifikant.

Der Wirkungsquerschnitt fiir die Zersetzung der OEG-Ketten mittels
langwelliger UV-Strahlung reicht aus, um Strukturen zur Anbindung von
Proteinen zu erzeugen. Um die optimalen Bedingungen fiir die
Oberfldchenstrukturierung zu ermitteln, wurde der Einfluss der Strahlungsdosis
auf die Adsorption von Proteinen untersucht. Dabei wurde zundchst Albumin
verwendet, um die unspezifische Adsorption zu ermitteln. Die Menge des
adsorbierten Proteins kann dabei anhand des charakteristischen N 1s-Signals im
XP-Spektrum bestimmt werden (siehe Abbildung 3.22 links). Fir alle
untersuchten OEG-SAMs konnte eine Grenzdosis ermittelt werden, oberhalb der
eine unspezifische Adsorption erfolgt. Diese Erkenntnisse wurden zur

Strukturierung der Oberfldche verwendet (siehe Abbildung 3.22 rechts).
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"XPS: N 1s

Intensitat / a.u.

408 400 392
Bindungsenergie / eV

Abb. 3.22: N 1s-Signale in den XP-Spektren von EG,OH-SAMs, die mit unterschiedlichen
Dosen UV-Licht bestrahlt und anschlieend in Albumin-Lésung inkubiert wurden. Ein
Dodecanthiol-SAM (DDT) wurde als Referenz verwendet (links). Die EGGOH-SAMs
wurden zunichst durch eine Maske UV-belichtet und anschlieSend in Proteinlésung
inkubiert. Bei Uberschreitung der Grenzdosis ist die Strukturierung erkennbar (rechts,
unten). Unterhalb der Grenzdosis (rechts, oben) findet keine Proteinadsorption statt.
GroBenskala 40 pm. ™"

Auch die spezifische Adsorption von Proteinen wurde im Rahmen dieses
Projektabschnitts getestet. Dazu wurden Austauschexperimente mit den
bestrahlten Proben durchgefiihrt. Sensorisch aktive Molekiile ersetzen dabei die
defekten Bausteine des SAMs und es entsteht erneut eine hochgeordnete
Monolage. Als Testsystem wurden SAM-Bausteine mit Biotin-Terminierung
gewdhlt (siehe Abbildung 3.19 d). Diese ersetzen die durch Strahlung
geschadigten OEG-Bausteine im SAM und ermoglichen die gezielte Anbindung
von Avidin an die Substratoberfldche (siehe Abbildung 3.23).
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PLELL] e

Maske

UVPER
s

Abb. 3.23: Schematische Darstellung der Austauschreaktion (UV-promoted exchange

reaction, UVPER) fiir die Herstellung spezifischer Adsorptionsmuster.!"”

Die Anbindung von Avidin an bestrahlte Monolagen nach der
Austauschreaktion kann bei XPS-Messungen ebenfalls tiber die N 1s-Signale
verfolgt werden (sieche Abbildung 3.24 links). Bei diesen Experimenten zeigte
sich, dass die Bestrahlungsdosis deutlich geringer gewé&hlt werden kann als bei
den entsprechenden unspezifischen Strukturierungen. Die Austauschreaktionen
scheinen demnach grundsdtzlich auch bei deutlich weniger geschadigten

Monolagen moglich zu sein.
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Intensitat / a.u.

400 392
Bindungsenergie / eV

Abb. 3.24: N 1s-Signal nach der Austauschreaktion der bestrahlten EG,OH-SAMs mit einem
Biotin-terminierten SAM-Baustein und anschlieBender Avidin-Inkubation. Als Referenz ist
ein vollstindig Biotin-terminierter SAM gezeigt (links). Strukturierung der EG;OH- (rechts,

oben) und EG;OH- SAMs (rechts, unten) durch eine Maske und spezifische Adsorption von
Avidin nach der Austauschreaktion mit Biotin-terminierten OEG-Derivaten. Auf EG;OH-

Monolagen sind keine Proteinstrukturen erkennbar, da die Oligoethylenglycol-Ketten zu

kurz sind, um ausreichend stabil gegen Austauschreaktionen zu sein. GroBenbalken: 40
6l

pm.
Bei der Strukturierung der EGsOH-Monolagen zeigten sich deutlich die
proteinbedeckten (Abbildung 3.24, dunkel) und proteinfreien Fldchen (hell),
wiahrend auf EGsOH-Monolagen keine Proteinstrukturen erkennbar sind. Die
Oligoethylenglycol-Ketten sind zu kurz, um ausreichend stabil gegen
Austauschreaktionen zu sein, weshalb die Adsorption von Avidin auf der

gesamten Substratfldche erfolgt.

Zusammenfassend konnte im ersten Projektabschnitt gezeigt werden, dass auch
langwellige UV-Strahlung geeignet ist, um OEG-SAMs kontrolliert zu
strukturieren. Dies konnte fiir OEG-SAMs mit drei verschiedenen Kettenldngen
gezeigt werden. Die Etherbindung der Ethylenglycol-Einheiten wird dabei

vorrangig geschadigt. Es kommt zu Oxidations- und Abspaltungsreaktionen, die
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die Biorepulsivitit des SAMs zerstoren. Zusitzlich treten Photooxidations-
Reaktionen an der Thiolat-Ankergruppe auf, welche die Ablosung des gesamten
SAM-Bausteins zur Folge haben. Die unspezifische Adsorption von Proteinen
erfolgt, wenn ausreichend Ethylenglycol-Einheiten abgebaut sind. Hier kann fiir
jede OEG-Monolage eine Grenzdosis ermittelt werden, unterhalb derer kein
adsorbiertes Protein detektiert werden kann. Bereits unterhalb dieser Grenzdosis
konnen jedoch Austauschmolekiile eingefiihrt werden, die die spezifische

Proteinanbindung erméglichen.

Die gewonnenen Ergebnisse bestdtigen die Annahme, dass die Herstellung von
spezifischen Proteinstrukturen durch UV-Strahlung mit 390 nm Wellenldnge
moglich ist. Mit einem geeigneten Lithographieaufbau sollten auch komplizierte
geometrische Strukturen wie beispielsweise Gradienten erzeugt werden kénnen.
Die grofie Wellenldnge der verwendeten UV-Strahlung erméglicht zudem die

Verwendung von kommerziell erhiltlichen optischen Aufbauten und LEDs.

3.3.2 Abbau von Oligoethylenglycol-Monolagen mittels UV-Strahlung

unter Wasser

Im zweiten Projektabschnitt richtete sich der Fokus auf die potentielle Integration
der UV-Lithographie in mikrofluidische Aufbauten. Die Strukturierung der
Oberfldche und die Anlagerung von Biomolekiilen kénnten konsekutiv in einem
apparativen Aufbau erfolgen. Auch die schrittweise Erzeugung von
verschiedenen, nebeneinander angeordneten, sensorisch aktiven Feldern konnte

computergesteuert erfolgen und direkt analysiert werden.

Bisher wurden OEG-terminierte SAMs mittels UV-Strahlung nur an Luft
strukturiert, da die Anwesenheit von molekularem Sauerstoff als Co-Reaktand

fur die Oxidation der Ethylenglycol-Bausteine und der Thiol-Gruppen nétig
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schien.[?04206] Um komplexe, mehrstufige Strukturen mittels Mikrofluidik zu
erzeugen, miisste die UV-Lithographie jedoch auch unter Wasser moglich sein.
Der Gehalt von gelostem Sauerstoff in Wasser liegt bei Raumtemperatur lediglich
bei 8-9 mg/dm3.[271 Daher sollte wahrend dieses Projektabschnitts zunédchst
getestet werden, ob der Abbau der OEG-Kopfgruppe auch bei deutlich
reduzierter Sauerstoffmenge moglich ist. Dazu wurden die beschichteten
Substrate durch einen geschlossenen Wasserfilm hindurch mit UV-Strahlung bei

254 nm belichtet.

Mittels IR- und XP-Spektroskopie konnte nachgewiesen werden, dass es auch

unter Wasser zu einem Abbau der OEG-Einheit kommt (siehe Abbildung 3.25).
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Abb.3.25: IR-Spektren von EGOH-Monolagen vor und nach der Belichtung mit UV-
Strahlung (links). C 1s-Spektren (rechts) der belichteten Monolagen. Der Abbau der OEG-
Einheiten ist deutlich erkennbar.208!

Die IR-Spektren zeigen die Abnahme der OEG-Schwingungsbanden bei 964,
1244, 1348, 1463 und vor allem bei 1120 cml. Zusétzlich ist schon bei kleinen
Belichtungsdosen der deutliche Abbau der Signale bei 2892 cm™ zu sehen, die
den C-H-Schwingungen der helical angeordneten OEG-Segmente zugeordnet
werden kann.?%®! Das Verschwinden dieses Signals belegt, dass bereits kleine

Strahlungsdosen die Konformation der OEG-Ketten deutlich beeinflussen. Mit
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zunehmender Belichtungsdosis erscheint ein weiteres Signal bei 1730 cm-!, was
auf die Entstehung von Carbonyl-Spezies in der Monolage hindeutet. Auch die
Intensitdt der Schwingungsbande bei 2919 cm-!, die den symmetrischen C-H-
Schwingungen der hochgeordneten Alkylketten zugeordnet werden konnen,
verringert sich mit zunehmender Bestrahlung. Dies ist ein Hinweis darauf, dass
die Gold-Schwefel-Bindung unter Wasser oxidiert und das abgeltste Molekiil
weggesptilt wird. Der Abbau der OEG-Einheiten scheint jedoch deutlich
schneller abzulaufen als die Spaltung der Thiolat-Bindung. Dies bestitigen auch
die gemessenen Photoelektronenspektren. Die Intensitdten der C 1s-Signale der
OEG-Einheiten bei 286 eV verringern sich deutlich schneller als die der
Alkylsignale bei 283 eV. Dies bestdtigt, dass der Abbau der OEG-Einheiten der

dominante Prozess beim UV-induzierten Abbau der OEG-Monolagen ist.

Der Abbau der OEG-Monolagen kann mittels Ellipsometrie verfolgt werden. Die
gemessenen Schichtdicken nehmen mit zunehmender Bestrahlung merklich ab
(siehe Abbildung 3.26). Im Vergleich zum OEG-Abbau an Luft ist der Abbau
unter Wasser deutlich verlangsamt. Um den Einfluss des Sauerstoffs genauer zu
untersuchen, wurden auch Belichtungsexperimente in sauerstofffreiem Wasser
durchgefiihrt. Auch hier konnte eindeutig der Abbau der Schicht nachgewiesen
werden (siehe Abbildung 3.26 links, griine Datenpunkte). Dies zeigt, dass der
UV-induzierte Schichtabbau der OEG-Monolage auch in Abwesenheit von

molekularem Sauerstoff erfolgt.
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Abb. 3.26: UV-basierter Abbau der EG;OH-Monolagen bei der Bestrahlung mit UV-Licht
an Luft (rot), unter Wasser (blau) und unter sauerstofffreiem Wasser (griin). Links: Abnahme
der Schichtdicke der Monolage. Rechts: Verlauf des S 2p-Signals.*”

Auch wenn unter allen getesteten Belichtungsbedingungen der Abbau der OEG-
Monolage nachgewiesen kann, zeigen sich doch deutliche Unterschiede im
Abbauverhalten. Zunidchst fidllt auf, dass der Abbau unter sauerstofffreiem
Wasser noch langsamer als unter sauerstoffhaltigem Wasser ist und schlief3lich,
nachdem circa 65% der Schicht abgebaut sind, stagniert. Dieses Verhalten wird
durch die gemessenen XP-Spektren bestdtigt. Anhand der S2p-Signale kann
belegt werden, dass die Thiolat-Menge auf der Oberfliche wé&hrend der
Belichtung unter sauerstofffreiem Wasser unverdndert bleibt (siehe Abbildung
3.26 rechts). Daraus ldsst sich schliefSfen, dass molekularer Sauerstoff ein
notwendiger Co-Reaktand fiir die Oxidation der Gold-Schwefel-Bindung ist. Der
Abbau der OEG-Kette kann jedoch auch ohne Sauerstoff erfolgen. Die IR-
Spektren zeigen, dass die OEG-Bausteine des SAMs in Abwesenheit von
Sauerstoff nahezu vollstindig abgebaut werden. Auf der Oberfldche verbleibt
eine Schicht, deren Verhalten und spektroskopische Daten sich sehr an denen
einer Undecanthiolat-Monolage (HS-(CHz2)11-OH, MUD) anndhern (siehe
Abbildung 3.27). In Abwesenheit von molekularem Sauerstoff liegt die
asymmetrische Streckschwingung der Alkylkette bei 2920 cm, was einer
hochgeordneten Monolage entspricht. Bei der Bestrahlung in Anwesenheit von

molekularem Sauerstoff verschiebt sich dieses Signal deutlich in Richtung
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hoherer Wellenzahlen, was auf eine erhohte Unordnung des Systems hindeutet
(siehe Abbildung 3.27). Zusdtzlich erscheint eine Carbonyl-Schwingungsbande

bei 1720 cm, die bei der Bestrahlung in Abwesenheit von Sauerstoff nicht zu

A M

A

o e

3000 1500 1000
Wellenzahl / cm’
Abb. 3.27: IR-Spektren von OEG-Monolagen nach der Bestrahlung mit UV-Licht (20 Jem?)

an Luft (rot), unter Wasser (blau) und unter sauerstofffreiem Wasser (griin). Die
[208]

sehen ist.

Absorbanz

Verschiebung der C-H-Schwingungen bei 2900 cm™ ist deutlich erkennbar.

Neben den Messungen mittels IR- und XP-Spektroskopie-Experimenten
unterstiitzen auch Proteinadsorptions-Experimente diese Erkenntnis. Albumin
adsorbiert dhnlich effektiv an die unter Wasser bestrahlten Substrate wie an die
an Luft belichteten Substrate. Es findet keine Proteinadsorption statt, bis eine
Grenzdosis iiberschritten ist, danach zeigt sich ein exponentieller Anstieg der
Proteinmenge auf der Oberfldche. Die Bestrahlungsdosis muss bei der Belichtung
unter Wasser etwas hoher sein, um die Adsorption von Proteinen zu erméglichen
(siehe Abbildung 3.28 links). Dies liegt vermutlich am verzogerten
Abbauverhalten unter Wasser durch die geringe Sauerstoff-Menge. Bei
ausreichend hoher Strahlungsdosis zeigt die nun vollstandig zerstorte Schicht ein
dhnliches Adsorptionsverhalten wie ein unbeschichtetes Goldsubstrat (siehe

Abbildung 3.28).
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Abb. 3.28: Links: Anlagerung von Albumin an OEG-Monolagen nach der Belichtung an
Luft (rot), unter Wasser (blau) und unter sauerstofffreiem Wasser (griin). In Gegenwart von
Sauerstoff nihert sich das Adsorptionsverhalten auf den belichteten Monolagen dem
Adsorptionsverhalten auf unbeschichtetem Gold (rote horizontale Linie). In Abwesenheit
von Sauerstoff ist der Grenzwert fiir hohe Dosen identisch mit den Adsorptionswerten von
Albumin auf Mercaptoundecanol (griine horizontale Linie). Rechts: elektronen-
mikroskopische Aufnahmen einer unter sauerstofffreiem Wasser strukturierten Monolage

nach der Inkubation mit Albumin. Der Bildeinschub zeigt eine Aufnahme der zur

Strukturierung verwendeten Maske.”"

Dies ist bei den in Abwesenheit von Sauerstoff belichteten OEG-Monolagen nicht
der Fall. Auch bei sehr hohen Strahlungsdosen ist die Menge an adsorbiertem
Protein auf der verbleibenden Monolage deutlich geringer als auf
unbeschichtetem Gold. Stattdessen wird eine Proteinmenge erreicht, wie sie auf
Mercaptoundecanol-SAMs nachgewiesen werden kann (siehe Abbildung 3.28
links). Die laterale Strukturierung der Oberfldiche kann dennoch auch unter
sauerstofffreiem Wasser erfolgen, sofern die Belichtungsdosis oberhalb der
Grenzdosis liegt. Nach der Belichtung durch eine Maske und der Inkubation in
Albumin-Losung kann die erzeugte Struktur mittels Rasterelektronen-

Mikroskopie nachgewiesen werden (siehe Abbildung 3.28 rechts).

Die photochemisch induzierte Modifizierung von OEG-terminierten Monolagen
unter Wasser ermoglicht die direkte Einstellung der Schichteigenschaften, vor
allem der Biorepulsivitdt. Die Beobachtung, dass die An- bzw. Abwesenheit von

molekularem Sauerstoff zu zwei unterschiedlichen Abbaumechanismen fiihrt,
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kann fiir die Feinabstimmung der Oberflichenbeschaffenheit genutzt werden

(siehe Abbildung 3.29).

FEiiiE o FEEEEE

Abb. 3.29: Mechanismus des UV-induzierten Abbaus unter Wasser. Wihrend detr Abbau der
OEG-Einheiten auch ohne Sauerstoff stattfindet, ist die Oxidation der Thiolat-Gruppe nur

in Anwesenheit von Sauerstoff moglich. Der geloste Sauerstoff beeinflusst so den
[208]

r o
AP S

Schichtabbau und damit auch die Anlagerung von Proteinen.

Ein Beispiel dafiir, wie die Oberfldchenbeschaffenheit durch die verschiedenen
Abbaumechanismen gezielt gedndert werden kann, ist die UV promoted exchange
reaction (UVPER). Fiir dieses Verfahren (siehe Kapitel 3.3.1) ist die Spaltung der
Thiolat-Gold-Bindung von grofsem Vorteil, da so ein effektiver Austausch
stattfinden kann. UVPER-Experimente unter sauerstoffhaltigem Wasser zeigen,
dass die Bestrahlung der OEG-Monolagen und der anschliefSfende Austausch der
defekten Molekiile durch ein Mannose-terminiertes Molekiil moglich sind. Dazu
werden die Monolagen durch eine Maske mit 25 um groflen Offnungen mit
3 Jem2 belichtet. Bei der anschliefSfenden Inkubation des Substrats in einer
Losung mit Mannose-haltigen SAM-Bausteinen fiir 30 Minuten (0,1 mM in DMF,
siehe Abbildung 3.30) werden die defekten Molekiile ersetzt.
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Abbildung 3.30: Fur die Austauschreaktion verwendetes OEG-Mannose Detivat (Bis-{N-
[20-(p-(2-D-mannopyranosyloxy)-phenylthioureahexaethylenglycolyl]-1H-[1,2,3]-triazol-4-yl-
methyl] }-11,11‘-disulphandiyl-diundecansiurediamid).

Durch die anschliefSende Inkubation in fluoreszenzmarkiertem Concanavalin A,
einem Protein, das spezifische Wechselwirkungen mit Mannose-Derivaten
eingeht, kann die Strukturierung der Monolage unter dem Fluoreszenz-

Mikroskop sichtbar gemacht werden (siehe Abbildung 3.31).

Abb. 3.31: Fluoreszenz-mikroskopische Aufnahme einer OEG-Monolage auf Gold, welche
durch ein 25 pm Netz mit 3 Jem™” belichtet wurde. Die durch die Belichtung beschidigten
Molekiile wurden durch OEG-Mannose-Derivate ersetzt, welche als spezifische
Bindungsstelle fir Fluoreszenz-markiertes Concanavalin A dienen.

Die in Abbildung 3.31 gezeigte Aufnahme belegt, dass auch unter Wasser
spezifische Bindungsstellen mittels UVPER in einen OEG-SAM eingebettet
werden konnen. Unter sauerstofffreiem Wasser konnten bei vergleichbaren
Bestrahlungsdosen jedoch keine Strukturen erzeugt werden. Dies ist ein Hinweis
darauf, dass der Austausch der bestrahlten Molekiile bedeutend besser

funktioniert, wenn auch die Thiolat-Gold-Bindung gespalten wird.
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34  Orientierungsabhingigkeit von Kohlenhydrat-Liganden fiir die

Adhision von Bakterien an Oberflichen

Ein wichtiger Mechanismus fiir die Adhdsion von Bakterien an die
Zelloberflichen ihrer Wirtszellen ist die spezifische Bindung zu den an der
Wirtsoberfldche befindlichen Kohlenhydraten.[?19l Um diese Kohlenhydrate zu
erkennen, besitzen Bakterien spezielle adhdsive Organellen, so genannte
Fimbrien, welche in vielen hundert Kopien an der Zelloberfldche der Bakterien
exprimiert werden.[?!1l Die Anbindung erfolgt dabei tiber Proteine des Lektin-

Typs, die an den Fimbrien exponiert werden.[212]

Vor allem virulente Bakterien besitzen sogenannte Typ-1-Fimbrien. Diese
Fimbrien besitzen ein Lektin namens FimH, das a-D-Mannose-spezifische
Bindungen eingeht.[?10213214]  Dije Anbindung dieses Proteins an den
Kohlenhydrat-Liganden  ist, ~wie  bei allen  Kohlenhydrat-Protein-
Wechselwirkungen, abhédngig von dessen Konstitution und Konfiguration.
Bakterien binden jedoch auch an die Glycocalyx, eine komplexe Glycokonjugat-
Schicht, die die Zellen umgibt und keine offensichtliche supramolekulare
Struktur oder Faltung besitzt. Der Mechanismus dieser Kohlenhydrat-Protein-
Wechselwirkung in einer derart ungeordneten Umgebung ist bis heute nicht

vollstdandig aufgeklart.

Fiir die detaillierte Erforschung der Kohlenhydrat-Spezifitat von Lektinen eignen
sich synthetische glycolysierte Oberfldchen, so genannte Glycoarrays.[215-219]. Fiir
die Untersuchung der Konfigurationsabhangigkeit der Lektin-Bindung wurden
Glycoarrays entwickelt, welche die Kontrolle der Orientierung von
oberflichengebundenen Kohlenhydrat-Liganden ermdoglichen.[?20l Dazu wurden
OEG-Alkanthiole hergestellt, die eine Kopfgruppe mit einer Azobenzol-

Mannose-Einheit tragen. Azobenzol-Derivate sind bekannt fur ihre
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hervorragenden photochromen Eigenschaften, welche eine reversible
Photoisomerisierung der azobenzolischen-N=N-Doppelbindung im biologischen

Kontext erlauben (siehe Abbildung 3.32).[221-223]

HO
>OH
o]
365 nm
NN N
— N\@
© 450 nm © o
E z Jéil}mn

Abb. 3.32: Reversibel schaltbare Azobenzol-Mannose-Einheit. Die Photoisomerisierung der
azobenzolischen-N=N-Doppelbindung kann bei 365 nm (in Z-Stellung) und 450 nm (in
E-Stellung) erfolgen.

Die spezifische Konfigurationsanderung durch die E/Z-Isomerisierung wurde
bereits verwendet, um die Form von Bindungsstellen fiir die on/off-Schaltung in
biologischen Systemen zu justieren.[?242271 Wenn ein azobenzolhaltiges Molekiil
an eine Oberfliche gebunden ist, verdndert sich bei der Isomerisierung die
Orientierung der exponierten Phenyl-Ringe und von allem, was daran gebunden

ist.[228]

In diesem Projektabschnitt sollte gezeigt werden, dass eine derartige
unterschiedliche Orientierung des Liganden in einer inerten Umgebung die
Zellerkennung verdndern kann, ohne den Liganden selbst zu dndern. Dafiir
wurde die Konfiguration von a-D-Mannosyl-Einheiten, deren Orientierung durch
oberflachengebundenes Azobenzol vorgegeben ist, variiert und die spezifische

Adhdsion von E. coli mit Typ-1-Fimbrien untersucht.

In friheren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass sich Azobenzol-

Mannose-Derivate als gute Liganden fiir das Typ-1-Lektin FimH eignen.[229230] Im
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Rahmen dieses Projektabschnitts wurden Computersimulationen des Docking-
Experiments durchgefiihrt, die belegen, dass die E- und Z-Form des mit a-D-
Mannose modifizierten Azobenzol-Derivats gleich gut von FimH erkannt
werden. Bereits verdffentlichte experimentelle Studien, die zeigen, dass beide
Isomere der Azobenzol-Mannose in Losung die gleiche Fahigkeit zur
Unterdriickung der E.coli-Adhésion an Mannan-beschichtete Oberfldchen haben,
unterstiitzen diese Berechnungen.??l Die FimH-vermittelte Bakterienadhdsion an
eine Azobenzol-Mannose-Monolage stellt demnach ein ideales System zur
Untersuchung des Effekts der Reorientierung von oberflaichengebundenen
Kohlenhydrat-Liganden dar. Fiir die Herstellung eines derartigen Glyco-SAMs
wurde ein Azobenzol-Mannose-Derivat synthetisiert, welches aus einer Thiolat-
Ankergruppe fiir die Anbindung an die Goldoberfldche und einer Alkylkette fiir
die Ausbildung einer hochgeordneten Monolage besteht.[231] Zusdtzlich enthalt
das Molekiil eine Oligoethylenglycol-Kette fiir die Unterdriickung der
unspezifischen Zelladhédsion, eine photoschaltbare Azobenzol-Gruppe und einen

a-D-Mannose Liganden (siehe Abbildung 3.33, Mitte).
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Abb. 3.33: Adhision eines E. co/i-Bakteriums mit Typ-1-Fimbrien, vermittelt durch das
Fimbrien-Protein FimH. Fir die Kontrolle der Orientierung werden die Liganden in Form

eines azobenzolhaltigen SAMs auf einer Oberfliche angebunden. Ein OEG-Baustein erzeugt
eine hydrophile Umgebung und unterdriickt die unspezifische Zelladhision. Die reversible
E/ Z-Photoisomerisierung erfolgte mittels Licht zweier verschiedener Wellenlingen. Das

GroBenverhiltnis des FimH-Lektins und des SAM-Bausteins ist links mal3stabsgetreu
[232]

dargestellt.
Es konnten dichtgepackte Filme des Azobenzol-Mannose-Derivats aus
ethanolischer Losung auf Goldoberflichen erzeugt werden, wie Ellipsometrie
und Oberfldchen-IR-Spektroskopie zeigen. Ellipsometrische Messungen ergaben
eine Schichtdicke von 3,91 nm. Basierend auf der Liange des Molekiils (4,7 nm)
kann somit ein Kippwinkel von 16° angenommen werden. Im IRRA-Spektrum
(siehe Abbildung 3.34) entspricht das Signal bei 2919 cm! (asymmetrische CHo-
Schwingung) einer hochgeordneten Alkylkette in all-trans-Konformation.[233:234]
Das Signal bei 1350 cm! (wagging mode) kann der gauche-Konformation um die
-CH>CH»-Bindung in der Ethylenglycol-Kette zugeordnet werden und ist typisch

fur Konformationen mit bioresistenten Eigenschaften.[20%
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Abb. 3.34: IRRA-Spektren der Glyco-SAMs auf Gold. Wihrend der Schaltungen variieren
die Intensititen vieler IR-Signale. Besonders deutlich zeigt sich dies am Signal beti ca.
1240 cm™ (siehe Bildeinschub). P — unbestrahlter SAM, Z — SAM nach Bestrahlung mit
365 nm Licht (2 ] cm?®), E — SAM nach der Bestrahlung bei 450 nm (Dosis: 100 ] cm™).*

Die Intensitdt von Schwingungsbanden in IRRA-Spektren hangt stark von der
Orientierung der oberflachengebundenen Molekiile ab. [2%5] Dieser Effekt kann
genutzt werden, um die reversible Photoschaltung der Orientierung des
Glycomolekiils zu verfolgen.l?20] Die Intensititsénderung verschiedener Signale
im IRRA Spektrum (siehe Abbildung 3.34) belegt die E—Z Isomerisierung bei der
Bestrahlung mit UV-Licht (365 nm, 2 J/cm?). Besonders deutlich zeigt sich dies
am Signal bei 1240 cm?, das der Aryl-(O-Mannosyl)-Schwingung und somit auch
der Orientierung des Liganden zugeordnet werden kann (siehe Bildeinschub in
Abbildung 3.34). Bei der erneuten Bestrahlung der Monolagen mit Licht bei
450 nm (100 J/cm?) wandelt sich das IR-Spektrum zuriick und die Signale
erreichen ihre urspriingliche Intensitdt. Diese Bestrahlungszyklen koénnen

mehrfach wiederholt werden, ohne dass das System geschadigt wird.

Der Einfluss der Orientierungsdnderung des photoschaltbaren Glyco-SAMs auf
die Zelladhdsion wurde in einer Bakterienadhdsions-Testreihe ermittelt (siehe

Abbildung 3.35). Dafiir wurde ein E. coli Stamm mit Typ-1-Fimbrien, welcher

78



Bearbeitete Projekte

zusdtzlich grun fluoreszierendes Protein (GFP) exprimiert (Stamm
pPKL1162),[230] verwendet. Die Inkubationszeit der Testsubstrate wurde auf
30 Minuten begrenzt, um sekunddre Erkennungsmechanismen (z. B. pinhole
etching) zu minimieren. Bei diesen Experimenten zeigten sich deutliche

Unterschiede zwischen den E- und Z-konfigurierten Glyco-SAMs.

Abb. 3.35: Adhision von E. w/i vor (a), nach E—Z (b) und nach Z—E (c) Isomerisierung.
).[232]

Zusitzlich ist ein zweiter Isomerisierungs-Zyklus abgebildet (d und e

Die durch die Kohlenhydratliganden vermittelte Adhédsion der E. coli ist etwa
13mal hoher (etwa 100000 Zellen/cm?) als die Adhédsion auf unbeschichteten
Goldsubstraten, da es hier lediglich zu unspezifischer Adhédsion kommt.[231] Wird
der Glyco-SAM mit Licht bei 365 nm bestrahlt, so verringert sich die Adhésivitait
der E. coli um den Faktor 5 (etwa 18000 Zellen/cm?, siehe Abbildung 3.35). Es ist
ein deutlicher Zusammenhang zwischen der Orientierung der immobilisierten a-
D-Mannose-Liganden und den Adhdsionseigenschaften der entsprechenden
Oberfliche zu sehen. Die Adhédsion der E. coli an beide Isomere korreliert
zusdtzlich mit der Intensitidt der IR-Schwingung bei 1240 cm! (siehe Abbildung
3.36).
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Abb. 3.36: Bakterienadhision an einen Glyco-SAM auf Gold wihrend zwei E—Z—E-
Isomerisierungs-Zyklen (P bezeichnet das unbestrahlte E-Isomer). Die alternierende Anzahl
der adhirierten E. co/i-Zellen ist grau dargestellt und gemeinsam mit dem Integral des IR-
Signals bei 1240 cm™ (schwarz; siche Abbildung 3.32) abgebildet. Fiir beide MessgréBen wird
der gleiche alternierende Trend sichtbar. Dies weist darauf hin, dass die Stirke der

Bakterienadhision mittels Orientierungsinderung der Kohlenhydrat-Liganden geschaltet
[232]

werden kann.
Da sich die Konfiguration der Azobenzol-Gruppe nicht auf die Bindungsaffinitat
des FimH-Lektins zur a-D-Mannose auswirkt, konnen die in Abbildung 3.36
dargestellten Ergebnisse als erster Nachweis fiir die Orientierungsabhidngigkeit

eines Liganden in biologischen Systemen angefiihrt werden.

Die Verwendung eines Mannose-terminierten Azobenzol-SAMs als Testsystem
ermoglicht die Reorganisation der Bindungsstellen durch einen externen
Stimulus (Licht) und erlaubt so den Vergleich zwischen Erkennung und Bindung
in verschiedenen Stadien. Derartige Testsysteme dhneln den Prozessen an der
Oberfldche einer Glycocalyx, da angenommen werden muss, dass auch hier

Reorganisationsschritte fiir die Kohlenhydrat-Erkennung erforderlich sind.
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4 Zusammenfassung

In dieser Arbeit werden Projekte beschrieben, in denen das Adsorptionsverhalten
von Proteinen und Bakterien an verschiedene Materialoberfldichen manipuliert
wird. Im Fokus stehen sowohl biorepulsive als auch biospezifische

Beschichtungen sowie deren Kombinationsmoglichkeiten.

Durch die Reaktion verschiedener oxidischer Oberfldchen mit Glycidol konnten
biorepulsive Polyglycerolschichten erzeugt werden. Fur die Herstellung dieser
Polyglycerolschichten wurden zwei unterschiedliche Verfahren entwickelt und
untersucht. Das erste Verfahren beinhaltete die Verwendung eines
aminoterminierten Haftvermittlers zur Initiierung der Glycidol-Polymerisation,
widhrend im zweiten Verfahren die direkte Polymerisation von Glycidol an die

oxidierende Oberfliche untersucht wurde.

Die erste Methode beruht auf der Bildung einer aminoterminierten Monolage auf
Siliciumoberfldchen, an der in einem zweiten Schritt die Polymerisation von
Glycidol durchgefiihrt wird. Die Beschichtungsbedingungen fiir diese Monolage
und die Bedingungen fiir die Glycidol-Polymerisation wurden im Hinblick auf
die biorepulsiven Eigenschaften optimiert. Die Dicke der angebundenen
Polyglycerolschicht ist abhdngig von der Beschichtungsdauer, wobei die dicksten
Schichten bis zu 98% der Bakterienadhdsion unterdriicken konnen (siehe

Abbildung 4.1).
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Abb. 4.1: Schematische Darstellung einer biorepulsiven Polyglycerolschicht, die tiber einen
Haftvermittler an eine Oberfliche angebunden wurde (links). Die Dicke der
Polyglycerolschicht ist maBgeblich fiir deren Biorepulsivitit (rechts).”

Das zweite Verfahren ist die direkte Anbindung von stabilen Polyglycerol-
Beschichtungen an Silicium-, Aluminium- oder Stahloberflichen. Die
Polymerisation erfolgt an der Oxidschicht der Materialien und verzichtet somit
auf die Verwendung eines Haftvermittlers. Die Beschichtungsdauer ist
entscheidend fiir die Dicke der abgeschiedenen Polyglycerolschicht. Je grofier die
abgeschiedene Polyglycerolmenge ist, desto hoher ist die Biorepulsivitdt der
Schicht, was durch Adsorptionstests mit Proteinen und Bakterien ermittelt
wurde. Die Schichtdicke, bei der eine vollstindige Unterdriickung der
Proteinadhédsion nachgewiesen werden konnte, ist jedoch nicht ausreichend, um
auch die Adsorption von Bakterien vollstandig zu unterdriicken. Die Resistenz
einer Oberfliche gegentiber der Adsorption von Mikroorganismen kann
demnach nicht allein aufgrund von Proteinresistenz-Messungen vorhergesagt

werden.
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Abb. 4.2: Schematische Darstellung einer mit Polyglycerol beschichteten Oberfliche (links).
Lichtmikroskopische Aufnahmen von E. co/7 auf unbeschichteten und beschichteten

beschichtet

Substraten belegen die biorepulsive Wirkung des Polyglycerols (rechts).”

Direkt an der Oberfliche polymerisierte Polyglycerolschichten eignen sich
besonders gut fiir die nachtragliche Modifizierung. So konnten beispielsweise
mittels Elektronenstrahlen laterale Strukturierungen der Polyglycerol-
beschichteten Oberflichen zur unspezifischen Proteinanlagerung erfolgreich
durchgefiihrt werden. Aufgrund ihrer freien Hydroxyl-Gruppen eignen sich
Polyglycerolschichten zur nachtrédglichen chemischen Modifizierung. Sensorisch
aktive Molekiile wie Ethylendiamintetraessigsdure oder Biotin konnten im
Rahmen dieser Arbeit erfolgreich an Polyglycerolschichten angebunden werden.
Die Aktivitdt der Bindungsstellen nach der Anbindung an die Oberfldche konnte

dabei durch spezifische Erkennungsereignisse nachgewiesen werden.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden selbstanordnende Monoschichten mit
Oligoethylenglycol (OEG)-Kopfgruppen und Thiolat-Ankergruppen verwendet,
um lateral strukturierbare, biorepulsive Schichten auf Gold zu erzeugen. Es
wurde untersucht, ob derartige OEG-Monolagen kontrolliert durch langwelliges
UV-Licht (390nm) abgebaut werden konnen, um proteinbindende und

proteinrepulsive Bereiche auf einer Substratoberfliche zu generieren. Die
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Bestrahlung mit UV-Licht bewirkte die Oxidation und Abspaltung der
Ethylenglycol-Einheiten. Die unspezifische Adsorption von Proteinen kann
erfolgen, wenn ausreichend Ethylenglycol-Einheiten abgebaut sind. Zus&tzlich
konnten Photooxidations-Reaktionen an der Thiolat-Ankergruppe nachgewiesen
werden, welche die Ablosung des gesamten SAM-Bausteins zur Folge haben.
Durch  einen  geeigneten  Versuchsaufbau  konnten  geometrische
Proteinstrukturen zwischen biorepulsiven Bereichen auf der Oberfldche erzeugt

und nachgewiesen werden (siehe Abbildung 4.3).

e |}

Abb. 4.3: Bestrahlung einer OEG-Monolage mit UV-Licht durch eine Maske zur Herstellung

lateral strukturierter Oberflichen (links). Elektronenmikroskopische Aufnahme der
)‘[196]

strukturierten Oberfliche nach der Anlagerung von Protein-Molekiilen (rechts
Fiir den Einsatz von Lithographie-Techniken in mikrofluidischen Anlagen wurde
das Abbauverhalten der biorepulsiven Monolage bei der Bestrahlung unter
Wasser untersucht. Dazu wurden OEG-Monolagen durch einen geschlossenen
Wasserfilm mit UV-Strahlen belichtet. Auch unter Wasser kommt es zu einem
Abbau der Ethylenglycol-Einheiten und der Thiolat-Bindung. Die Belichtung in
sauerstofffreiem Wasser zeigte, dass die Spaltung der Thiolat-Bindung nicht
ohne Sauerstoff als Co-Reaktand moglich ist. In Abwesenheit von molekularem
Sauerstoff kommt es lediglich zur Spaltung der Etherbindung zwischen den
Ethylenglycol-Einheiten (siehe Abbildung 4.4). Die Beobachtung, dass die An-

bzw. Abwesenheit von molekularem Sauerstoff zu zwei unterschiedlichen
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Abbaumechanismen  fithrt, kann  fur die  Feinabstimmung  der

Oberflachenbeschaffenheit und somit der Proteinanlagerung genutzt werden.

Abb. 4.4: Abbau einer OEG-Monolage bei der Bestrahlung mit UV-Licht durch einen
sauerstoffhaltigen (rechts) und einen sauerstofffreien Wasserfilm (links).*"”

Biorepulsive OEG-Monolagen konnen auch dazu verwendet werden, um gezielt
bestimmte Biomolekiile anzulagern. Dazu koénnen die Monolagen mit
Erkennungsstellen ausgestattet werden, welche die spezifische Anbindung einer
Biomolekiil-Spezies ermoglichen. Gerade bei der Detektion von grofien
Biomolekiilen oder Mikroorganismen spielt jedoch nicht nur die chemische
Zusammensetzung, sondern auch die Ausrichtung der Bindungsstelle eine
entscheidende Rolle. Der Einfluss der Bindungsorientierung wurde im Rahmen
dieser Arbeit ermittelt. Dazu wurde die Anbindung von E. coli-Bakterien, die
tiber Mannose-spezifische Erkennungs-Proteine (Lektine) verfiigen, an Mannose-
terminierte Monolagen untersucht. Daftir wurden Molekiile verwendet, die
neben einer Mannose-Einheit als Bindungsstelle auch eine Azobenzol-Gruppe
tragen. Die N=N-Bindung dieser Azobenzol-Gruppe konnte durch die
Bestrahlung der Monolage mit UV-Licht in das Z-Isomer tiberfithrt werden,
wodurch sich die Orientierung des Phenylrings und der daran gebundenen
Mannose-Kopfgruppe dndert. Bakterien-Adhdsionstests zeigten, dass sich die
Orientierung der Mannose-Einheit auf die Anbindung der Bakterien auswirkt
(sieche Abbildung 4.5). Die Einfithrung einer Azobenzol-Gruppe in das
Testsystem ermoglicht die strahlungsinduzierte reversible Schaltung der
Konformation und eroffnet so die Moglichkeit des Vergleichs zwischen

Bindung/Erkennung in verschiedenen Stadien.
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Abb. 4.5: Die Orientierung der Mannose-Bindungseinheit entscheidet dariiber, ob E. co/
Bakterien, die iber Mannose-spezifische Erkennungseinheiten verfiigen, an eine beschichtete

Oberfliche adhirieren. Die Orientierungsinderung der Mannose-Einheiten erfolgt durch die

Bestrahlung der Monolage mit Licht verschiedener Wellenlingen.™?

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neuartige Methoden zur Herstellung,
Charakterisierung und Strukturierung biorepulsiver und biosensorischer
Schichten entwickelt. Die dadurch gewonnenen Erkenntnisse sind von
bedeutender wissenschaftlicher Relevanz und ermoglichen die potentielle
industrielle Anwendung der entwickelten Methoden im Kontext der Material-

und Biotechnologie sowie der Nanofabrikation.
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Erlduterungen zur Nomenklatur

6 Erlduterungen zur Nomenklatur

Die in dieser Arbeit verwendeten Molekiile sind aus Griinden der besseren
Verstandlichkeit nicht nach der guiltigen IUPAC-Nomenklatur benannt.
Besonders die Monomere der selbstanordnenden Monolagen sind zur besseren

Leserlichkeit abgekiirzt:

EGxOH: HS(CH2)11(OCH2CH2)xOH
DDT: HS(CH2)11CHs, Dodecanthiol
MUA: HS(CH2)110H, Mercaptoundecanol

Zudem werden folgende Abkiirzungen verwendet:

AFM: Atomic Force Microscopy (Rasterkraftmikroskopie)
DMEF: N,N-Dimethylformamid

DNA: Desoxy Ribonucleic Acid

EBL: electron beam lithography

EDTA: Ethylendiamintetraessigsdure

EG: Ethylenglycol-Einheit

EGDGE: Ethylenglycol-diglycidylether

IPER: trradiation induced exchange reaction

IR: Infrarot

IRRAS: infrared reflection adsorption spectroscopy

OEG: Oligoethylenglycol (-OCH,CH,-)

PEG: Polyethylenglycol

PG: Polyglycerol

QCM: quartz, crystal miicrobalance

SAM: Self-Assembled Monolayer

UV: Ultraviolett

XPS: X-ray photoelectron spectroscopy, Rontgen-Photoelektronenspektroskopie
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7 Eigene Anteile an Veroffentlichungen in Fachjournalen

Bacteria-Repulsive  Polyg¢lycerol  Surfaces by  Grafting  Polymerization onto
Aminopropylated Surfaces

Theresa Weber, Yasmin Gies und Andreas Terfort

Erschienen in: Langmuir (ACS publications), 2012, 28, 15916—15921.

1)  Entwicklung eines Protokolls zur Reinigung der Substrate

2)  Durchftihrung von Abscheidungsexperimenten mit APTMS

3)  Charakterisierung der APTMS Schichten mittels Kontaktwinkel-
Goniometrie und Oberfldchen IR-Spektroskopie

4)  Parameterbestimmung fiir die optimale PG-Abscheidung

5)  Durchfiihrung von Abscheidungsexperimenten mit PG

6) Charakterisierung der PG Schichten mittels Ellipsometrie,
Kontaktwinkel-Goniometrie und Oberfldchen IR-Spektroskopie

7)  Entwicklung eines Protokolls zur Durchfithrung von
Bakterienexperimenten

8)  Auswertung der Bakterienexperimente

9) Optimierung der Lagerbedingungen fiir Substrate und
Beschichtungslosungen.

Direct ¢rafting of anti-fouling polyglycerol layers to steel and other technically relevant
materials

Autoren: Theresa Weber, Maren Bechthold, Tobias Winkler, John Dauselt und
Andreas Terfort

Erschienen in: Colloids and Surfaces B: Biointerfaces (Elsevier), 2013, 111, 360-
366.

1)  Entwicklung eines Protokolls zur Reinigung der Substrate
2)  Parameterbestimmung fiir die optimale PG-Abscheidung
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3)  Durchfiihrung von Abscheidungsexperimenten mit PG

4)  Charakterisierung der PG Schichten mittels Ellipsometrie,
Kontaktwinkel-Goniometrie und Oberfldchen IR-Spektroskopie

5)  Entwicklung eines Protokolls zur Durchfiihrung von
Bakterienexperimenten

6)  Durchfithrung der Bakterienexperimente

7)  Auswertung der Bakterienexperimente

8)  Optimierung der Lagerbedingungen fiir Substrate und
Beschichtungslosungen.

Application of Long Wavelength Ultraviolet Radiation for Modification and Patterning

of Protein-Repelling Monolayers

Autoren: Y. L. Jeyachandran, Theresa Weber, Andreas Terfort und Michael
Zharnikov
Erschienen in: Journal of Physical Chemistry C (ACS publications), 2013, 117,
5824-5830.

1)  Entwerfen der Belichtungsapparatur

2)  Aufbau und Kalibrierung der Belichtungsapparatur
3)  Durchfiihrung von Belichtungsexperimenten

4)  Auswertung von Photoelektronenspektren der

Belichtungsexperimente

UV-mediated tuning of surface biorepulsivity in aqueous environment

Autoren: Theresa Weber, Nikolaus Meyerbroker, Nuruzzaman Khan Hira,

Michael Zharnikov und Andreas Terfort
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Erschienen in: Chemical Communications (RSC publications), 2014, 50, 4325-

4327.
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9)

Herstellung der Goldoberfldchen mittels
Elektronenstrahlbedampfung

Reinigung der Substrate mittels Wasserstoffplasma
Charakterisierung der Goldsubstrate

Herstellung der Beschichtungslosungen

Durchfithrung von Abscheidungsexperimenten
Charakterisierung der OEG-SAMs mittels Ellipsometrie
und Oberfldchen IR-Spektroskopie

Durchfithrung der Belichtungsexperimente
Entwicklung einer Schutzgas-Strategie fiir die Belichtung
ohne Sauerstoff

Durchfiihrung der Proteinadsorptions-Experimente

10) Erstellung eines Protokolls zur Strukturierung der

Oberfliache

11) Auswertung der Strukturierungsexperimente mittels

Rasterelektronen-Mikroskopie (REM) und
Rasterkraftmikroskopie (AFM)

12) Optimierung der Lagerbedingungen fiir Substrate und

Beschichtungslosungen.

Switching of bacterial adhesion to a ¢lycosylated surface by reversible reorientation of the

carbohydrate ligand

Autoren: Theresa Weber, Vijayanand Chandrasekaran, Insa Stamer, Mikkel B.

Thygesen, Andreas Terfort und Thisbe K. Lindhorst

Erschienen in: Angewandte Chemie International Edition (Wiley VCH), 2014, 53,

14583-14586.
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Schaltung bakterieller Adhdsion auf ¢lycosylierten Oberflichen durch reversible

Reorientierung der Kohlenhydratlicanden

Erschienen in: Angewandte Chemie (Wiley VCH), 2014, 126, 14812-14815.

1)

Herstellung der Goldoberfldchen mittels
Elektronenstrahlbedampfung

Reinigung der Substrate mittels
Wasserstoffplasma

Charakterisierung der Goldsubstrate
Untersuchungen zur Loslichkeit der SAM-
bildenden Bausteine

Herstellung der Beschichtungslosungen
Durchfiihrung von
Abscheidungsexperimenten
Charakterisierung der Mannose-SAMs mittels
Ellipsometrie und Oberfldchen IR-
Spektroskopie

Durchfiihrung der Belichtungsexperimente
Entwicklung eines Protokolls zur
Durchfiihrung von Bakterienexperimenten

10) Durchfiihrung und Auswertung der

Bakterienexperimente
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