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Kurzzusammenfassung

Die vorliegende Arbeit zeigt einen Weg auf, mit dem auf Basis von Additions- und
Kondensationsreaktionen dinne (10 — 100 nm) Polyethylenglykol-Schichten auf
Polymeroberflachen hergestellt werden kénnen. Dazu wurden O,0-Bis-(2-
Aminoethyl)oligoethylenglykole mit einem trifunktionellen Epoxid oder S&urechloriden
auf der Oberflache zur Reaktion gebracht. Durch die Reaktionsfihrung und die
eingesetzten Ausgangsstoffe 1asst sich die Dicke, die Maschenweite, die Art und die
Konzentration der funktionellen Gruppen variieren. So wurden Netzwerke mit COOH,
NH,- und OH-Gruppen hergestellt. Durch Zusatz eines dritten Ausgangsstoffes wurden
weitere Gestaltungsmaéglichkeiten fir die Funktionalisierung eréffnet. Somit konnte die
Konzentrationen von COOH-Gruppen erhéht oder Biotin in das Netzwerk integriert
werden. Die Netzwerke quellen in Wasser zu einer dinnen Gelschicht, die
insbesondere flr biologische Anwendungen interessant sein kann.

Die Netzwerke kénnen beispielsweise als Beschichtung eines Mikroarrays
natzlich sein, welche fir die medizinische Diagnostik von Bedeutung sind. In Ublichen
Mikroarrays werden die Molekile in der Flache gebunden, wobei sich ihre rdumliche
Struktur und damit ihre urspriingliche biologische Funktion verandern kann. Damit
Proteine in das Netzwerk diffundieren kdnnen, muss die Maschenweite auf eine
ausreichende GréBe eingestellt werden. Es kann gezeigt werden, dass Netzwerke auf
der Oberflache mit einer Maschenweite von mehr als 20 nm hergestellt wurden. Zur
Demonstration der hohen Aufnahmekapazitat der Netzwerke wird das Protein
Streptavidin in sechsmal héherer Konzentration an Biotin gebunden, als es auf einer
2D-Oberflache moglich ist. Auf Grund der niedrigen Konzentration der funktionellen
Gruppen im Bereich von pmol cm?® ist eine Mehrfachreaktion mit den Proteinen
unwahrscheinlich.

Die Analytik von Netzwerken auf Oberflaichen stellt eine besondere
Herausforderung  dar. Diese  konnte unter anderem mit  Rdntgen-
photoelektronenspektroskopie (XPS) in Kombination mit chemischer Derivatisierung
realisiert werden. Es wird gezeigt, wie sich mit diesem Ansatz die Abstdnde zwischen
zwei Verzweigungen in dem Netzwerk bestimmen lassen. Zur Ermittlung der
Konzentration der  funktionellen Gruppen im Netzwerk  wird die
Fluoreszenzspektroskopie eingesetzt.

Es wird versucht eine Einheit zwischen Synthese, Analytik und Technologie

herzustellen.



Abstract

This work describes an new approach to the production of nanoscale (thickness: 10 —
100 nm) polyethylene glycol networks on polymer substrates. The polymer networks
are  synthesized through  addition- and condensation reactions  of
0,0’-Bis(2-aminoethyl)oligoethylene glycol with a trifunctional epoxide or acid
chlorides. The thickness, mesh size, concentration and type of functional groups can
be controlled with the reagents and the reaction conditions. In that way polymer
networks with amine and carboxylic acid groups can be produced.

By adding another reagent to the reaction mixture the opportunities to build up
the network are increased. In this way concentration of carboxylic acid groups can be
increased or biotin can be added. The networks form thin gel layers in water which can
be interesting for biological applications.

The above-mentioned gel layers can be used as a coating for microarrays, which
are important for diagnostics. In common arrays the molecules are bonded to a flat
surface. In that case many of proteins can lose their biological properties. In the
presented gel layers proteins can be immobilized in an environment which is close to
their natural one. For that application the mesh size of the networks need to be
sufficiently large. Only in that way big molecules are able to enter into the gel layer.
The mesh size of the networks is larger than 20 nm. Additionally, it was demonstrated
that streptavidin is immobilized at a biotin moiety in a concentration which is 6 times
higher than a densely packed monolayer of the protein on a flat (2D) surface. Due to
the low concentration of the functional groups in pmol cm® range the probability for
multiple reactions with a protein is low.

The characterization of the networks is a complex topic. It was done with X-ray-
photoelectronspectroscopy (XPS) combined with chemical derivatization. It is
demonstrated that the distance between two branches in the network can be
determined with XPS. Fluorescence spectroscopy was used to determine the
concentration of the functional groups in the network.

Altogether, this work tries to combine synthesis, analysis and technology.
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1 Problemstellung

In der biologischen Forschung und medizinischen Diagnostik wird versucht Molekiile,
von denen eine biologische Aktivitat ausgeht, auf Oberflachen zu binden um ihre
Handhabung zu vereinfachen. Dazu werden die Oberflachen (z.B. von polymeren
Substraten) verandert, um eine kovalente Bindung der Molekiile zu ermdglichen.

So wurden beispielsweise Desoxyribonukleinsaure (DNA)-Fragmente auf
Oberflachen gebunden, um ihre Interaktion mit anderen DNA-Fragmenten zu
studieren.l Dieser Ansatz war ein wesentlicher Bestandteil des Human-Genom-
Projektes, bei dem die DNA-Sequenz des Menschen entschllsselt wurde.”! Neben
DNA-Arrays sind Proteinarrays von groflem Interesse, da sich durch Proteinarrays
groBe Fortschritte in der medizinischen Diagnostik und biologischen Forschung
erreichen lassen.

Die Bindung von Proteinen auf Oberflachen stellt aber eine groRe
Herausforderung dar. Proteine kdnnen durch eine Adsorption oder chemische Bindung
auf Oberflachen ihre raumliche Struktur und damit auch ihre biologische Aktivitat
verandern.®

In vielen Fallen werden fir die Bindung von Proteinen Substrate verwendet,
welche fir DNA-Arrays entwickelt worden sind. Damit werden die Molekile auf einer
Flache (2-D) gebunden. Diese Oberflachen kénnen zu Mehrfachreaktionen an einem
Protein flihren, wodurch es sich irreversibel verandert. Deshalb werden tUberschissige
funktionelle Gruppen nach der Bindung des eigentlich zu untersuchenden Proteins oft
mit anderen Proteinen, wie mit Albumin des Rinderserums (BSA)** oder Casein',
abgesattigt.

Um die Eigenschaften von Proteinarrays zu verbessern wird in dieser Arbeit
versucht Netzwerke aufzubauen, welche nach folgenden Gesichtspunkten entworfen
werden:

o Das Netzwerk muss aus Ausgangsstoffen aufgebaut sein an die Proteine wenig
adsorbieren, d.h. wodurch die Proteine nicht beeinflusst werden.

o Es muss eine grole Maschenweite (> 15 nm) besitzen, damit die Proteine
eindringen kdnnen.

o Die Konzentration an funktionellen Gruppen muss klein sein, um

Mehrfachreaktionen zu reduzieren.

o Die Dicke der Schicht sollte im Bereich von Nanometern liegen, um die Diffusion

der Proteine in die gesamte Schicht in kurzer Zeit zu ermdglichen.
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Bei der Wahl der Ausgangsstoffe erscheint die Verwendung von Poly(ethylenglykolen)
(PEG) sinnvoll, da sich PEG als Material herausgestellt hat, welches Wasser gut bindet
und keine bzw. geringe Wechselwirkungen mit Proteinen eingeht."# Dies ist eine
wichtige Voraussetzung, da die Proteine gezielt im Netzwerk gebunden werden sollen.
Dazu muss verhindert werden, dass es zu einer unkontrollierten Bindung kommt. Im
biowissenschaftlichen Sprachgebrauch wird dies als unspezifische Wechselwirkung
bezeichnet und ist ein Grund fir den analytischen Hintergrund (Rauschen) eines
Arrays.

Die gro3e molekulare Vielfalt der Natur, so besteht das menschliche Proteom
aus 100000 bis zu mehreren Millionen von unterschiedlichen Molekilen,!'"” erfordert es,
auf einem einfachen und kostengiinstigen Weg Substrate mit entsprechenden
Schichten zu versehen." Nur so konnen ausreichend Experimente durchgefiihrt
werden, um Wissen uUber sich erkennende Moleklle zu generieren. Daneben haben
Proteinarrays das Potential einen Massenmarkt zu erschlieen, im Besonderen, wenn
an die medizinische Diagnostik gedacht wird. Dieser Gesichtspunkt sollte innerhalb der
vorzustellenden Lésung Bericksichtigung finden. Neben Glassubstraten sind
Polymersubstrate von Interesse, da diese im Fall von Polyethylen (PE),
kostengunstiger sind oder das Potential haben kostenglnstiger zu sein, wie es
beispielsweise bei Cycloolefincopolymer (COC) der Fall ist. Allerdings haben diese
Polymere keine funktionellen Gruppen fir chemische Umsetzungen. Mit Hilfe von
Plasmaprozessen lassen sich diese auf technologisch durchfihrbare Weise auf den
Oberflachen einfuhren.

Diese grofRe chemische Vielfalt der Natur erfordert einen flexiblen Weg, um eine
hohe Variationsbreite der Netzwerke zu erreichen, in denen diese vielfaltigen Molekile
studiert werden kénnen. Es soll gezeigt werden wie folgende Parameter solcher
Netzwerke variiert und analysiert werden kdnnen:

e Maschenweite

e Schichtdicke

e Art der funktionellen Gruppen

o Konzentration der funktionellen Gruppen.
Wird es erreicht diese Parameter zu variieren und ihre Abhangigkeiten zu verstehen
kénnen Netzwerke gezielt auf eine Anwendung hin angepasst werden. Neben
Verwendung der Netzwerke als Beschichtung flr Proteinarrays sind auch
Beschichtungen zur Anlagerung von Zellen realisierbar, wie sie in Ref. [12]

beschrieben sind. Daneben ist es denkbar, Proteine oder andere Moleklle fir
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katalytische Aufgaben gezielt zu immobilisieren. Dies macht besonderen Sinn, wenn
an sehr wertvolle Enzyme gedacht wird.

Diese Anforderungen stellen eine Herausforderung fiir die Oberflachenanalytik
dar,”™ welche bendtigt wird, um das gebildete Netzwerk zu analysieren. Zur
Charakterisierung der Netzwerke findet die Rdntgenphotoelektronenspektroskopie
(XPS), zur Analyse der atomaren Zusammensetzung, Anwendung. Mit
Fluoreszenzspektroskopie lasst sich die Konzentration von funktionellen Gruppen,
nach Markierung mit einem Farbstoff, mit sehr hoher Empfindlichkeit bestimmen. Die

Dicke der Schichten wird mit Ellipsometrie ermittelt.

Insgesamt macht es sich diese Arbeit zur Aufgabe zu zeigen, wie solche Netzwerke
hergestellt werden kénnen und wie eine Analyse dieser moglich ist. Es wird versucht

eine Einheit aus Synthese, Analytik und Technologie herzustellen.



2 Allgemeiner Teil

2.1 Methoden zur Funktionalisierung von Oberflachen

2.1.1 Polymeroberflachen und molekularbiologische Anwendungen

In dieser Arbeit wird unter einer Oberflache die aulere Grenzflache eines
makroskopischen Feststoffes, wie zum Beispiel einer Folie oder einer Polymerplatte,
verstanden. Die auliere Grenzflache von Polymersubstraten weist, wie auch andere
Festkorpergrenzflachen, unter anderem veranderliche Eigenschaften in Abhangigkeit
des umgebenden Mediums auf.!"

Es kénnen mittels veranderter Oberflachen eine Vielzahl von Anwendungen
realisiert werden. Dies kénnen Oberflachen mit antimikrobiellen, proteinabweisenden
und sensorischen Eigenschaften sein. Eine Ubersicht (iber verschiedene
Anwendungen wurde unter anderem von Goddard et. al. verfasst.!"’!

Ein Ansatz ist die Verwendung von PE als Substratmaterial.
Es kénnen auf PE-Substraten, auf Grund der fehlenden Funktionalgruppen, keine
Molekiile (wie zum Beispiel Proteine) kovalent gebunden werden, um sie anschlielend
zu studieren oder ihre biochemischen Eigenschaften zu nutzen. Eine Moglichkeit
funktionelle Gruppen auf einer inerten Polymeroberflache einzufiihren ist die
Behandlung mit einem Plasma.

Sollen Proteine auf einer Oberflache im aktiven Zustand gebunden werden,
sollten folgende Sachverhalte Berlcksichtigung finden. Proteine konnen auf Grund von
elektrostatischen Wechselwirkungen, durch Wasserstoffbrickenbindungen oder durch
dispersive Krafte auf Oberflachen adsorbieren.'®™ Die Adsorption selbst hangt
wiederum auch von der Zusammensetzung des Proteins ab, wie zum Beispiel von
seinen Ladungen und ist ebenfalls vom L&semittel (im Besonderen dessen pH-Wert),
in dem das Protein gel6st ist, abhangig. Dabei zeigen die Proteine unterschiedliches
Verhalten, so dass allgemeine Aussagen schwer abzuleiten sind.'”'® In der Literatur
werden allerdings ionische und dispersive Krafte als wesentliche Ursachen fiir die
Adsorption beschrieben.!"®!

Im Wasser werden Proteine dadurch stabilisiert, dass die hydrophoben
Seitenketten nach Innen gerichtet sind und die polaren Gruppen nach Aufien wirksam
werden.[¥? Dies zeigt sich, unter anderem an der sehr schnellen Adsorption von
Protein A aus einer wassrigen Losung auf einer Oberflache einer Siliziumscheibe mit

polaren Gruppen (Si-OH/Si-O~Gruppen, glasartig), wie sie von Coen et. al. mit Atom-
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Kraft-Mikroskopie (AFM) und Rdntgenphotoelektronenspektroskopie (XPS) untersucht
wurde.?" Coen et. al. beschreibt, dass sich nach 15 s — 20 s ein geschlossener Film
von Protein A mit einer Dicke von 2 nm — 3 nm bildet. Es wird davon ausgegangen,
dass das Protein auf Grund der Adsorption seine geometrische Struktur verandert und
daher nicht mehr biologisch aktiv ist. Im Anschluss bilden sich, in einer zweiten und
langsameren Adsorption (Faktor 1000), weitere Lagen an Protein A aus, wobei die
biologische Aktivitat der Proteine dann gréRer ist. Es stellt sich jedoch die Frage nach
der Zuganglichkeit des Protein A, fir weitere Interaktionsstudien mit anderen
Molekiilen, in den gebildeten dichten Multischichten. Die erste Proteinschicht stellt eine
Art organisches Material dar, wie es auch als Substrat in dieser Arbeit Verwendung
findet.

Es wird in der Literatur diskutiert, dass Proteine auch auf Oberflachen ohne
polare Gruppen adsorbieren. Demnach falten sie sich um und nehmen danach einen
Zustand hoherer Entropie ein.!"®

Um Proteine (und andere Moleklle) in ihrer naturlichen Form zu studieren
schlielen sich Verdnderungen am Protein, um eine unkontrollierte Adsorption zu
verhindern oder zu verringern, aus. Aus diesem Grund muss die Zusammensetzung
und die Architektur der Oberflachen oder Schichten zur gezielten Immobilisation
biologisch aktiver Molekiile angepasst werden.

Eine Beschichtung mit Polyethylenglykol (PEG) auf verschiedenen Materialien
hat sich als hilfreich erwiesen, um eine unkontrollierte Adsorption von Proteinen auf
Oberflachen zu reduzieren.? Aus diesem Grund scheint es auch geeignet zu sein, als
Ausgangsstoff fir ein Netzwerk zu dienen.

Zum Erreichen bestimmter Oberflachenfunktionen sind oftmals chemische
Umsetzungen nétig. Dazu wurden zahlreiche Methoden entwickelt, welche im

folgenden exemplarisch dargestellt werden sollen (Ubersicht 1).
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Methoden zur Funktionalisierung von

Oberflachen
,grafting to* ,grafting from*
— -~
* Plasma- * radikalische
funktionalisierung Polymerisationen
* Klassische ¢ anionische
Synthesechemie Polymerisation
* Chemische * kationische
Gasphasen- Polymerisation
abscheidung

Ubersicht 1: Eine mdgliche Einteilung von Methoden zur Funktionalisierung von
Oberflachen.

Neben anderen Einteilungen ist es Ublich das Funktionalisieren von Oberflachen
in zwei grofe Verfahrensklassen einzuteilen. Werden Molekule an einer Oberflache
angebunden wird dies als ,grafting to“ bezeichnet. Der Aufbau von Molekulen aus
Monomeren von der Oberflache weg wird als ,grafting from* benannt. Eine besondere

Klasse stellen die Kondensationsreaktionen auf Oberflachen dar.

2.1.2 ,Grafting to*

Ein Verfahren, welches in die ,grafting to“ Methoden eingeordnet werden kann, ist die
Plasmaaktivierung. Dabei werden funktionelle Gruppen auf Oberflachen von inerten
Polymersubstraten eingefiihrt, welche fir weitere Umsetzungen oder die direkte
Anbindung von biologisch aktiven Molekiilen Verwendung finden kénnen.

Bei der Plasmaaktivierung wird ein inertes Substrat, wie zum Beispiel PE, durch
ein in ein elektrisches Feld eingebrachtes Gas mit funktionellen Gruppen versehen.
Das Prinzip eines Plasmas besteht darin, dass unter Einfluss eines elektrischen Feldes
freie Elektronen beschleunigt und in der Folge Gasmolekile lawinenartig durch StéRe
in einen geladenen oder radikalischen Zustand Uberfuhrt werden. Dadurch werden
Spezies mit sehr hoher Reaktivitat erzeugt, die es ermdglichen die Zusammensetzung
und damit die Eigenschaften einer Oberflaiche zu verdndern. Die Plasmen selbst
werden in zahlreichen Blchern, wie zum Beispiel in Ref. [22, 23], umfangreich
beschrieben. Die Anwendung von Plasmen zum Einfihren von Gruppen an
Polymeroberflachen fur die Immobilisation von biologisch aktiven Molekilen wird in

einem Ubersichtsartikel von Griesser et. al. vorgestellt Ref. [24].
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Die Plasmaspezies reagieren mit der Oberflache. Die Art der erzeugten
funktionellen Gruppen ist von dem Gas bzw. der Zusammensetzung des
Gasgemisches, welches in den Plasmazustand Uberfihrt wird, und den Parametern
des Plasmas selbst abhangig. Beispielsweise lassen sich stickstoffhaltige funktionelle
Gruppen durch die Behandlung mit einem Stickstoff/Wasserstoff- oder
Ammoniakplasma auf einem Polypropylensubstrat erzeugen.®! Carbonsaure-Gruppen
lassen sich durch ein Plasma in einer Kohlendioxid- Atmosphare generieren. Dabei
bilden sich jedoch auch zahlreiche Aldehyde und Ketone, sowie Hydroxy- und
Epoxygruppen.® Wird das Substrat, beispielsweise PE, in einem Sauerstoffplasma
behandelt, kénnen ebenfalls sauerstoffhaltige Funktionalgruppen erzeugt werden.
Diese sind nicht einheitlich, sondern stellen ein Gemisch aus verschiedenen Spezies,
wie Hydroxy-, Keto-, und Carbonsauregruppen, dar.?"! Eine schematische Darstellung
der chemischen Struktur eines mit einem Sauerstoffplasma behandelten

Polymersubstrates ist in Abbildung 1 dargestellt.

Abbildung 1: Modell einer mit einem Sauerstoffplasma behandelten Oberflache

Friedrich et al. hat umfangreiche Arbeiten durchgefihrt, um durch weitere
Umsetzungen eine homofunktionelle Oberflache zu erreichen. Dies kann zum Beispiel
durch eine Reduktion der Funktionalgruppen, mittels Diboran (B2Hs) und
Lithiumaluminiumhydrid (LiAlH,), erfolgen.”® Daneben gibt es Arbeiten, die den
Einfluss verschiedener Plasmen auf funktionelle Gruppen an anderen
Substratoberflachen beschreiben. So wurde eine Poly(ethylenterephthalat)-Oberflache
(PET-Oberflache) mit einem Sauerstoffplasma behandelt und mittels XPS der Einfluss
auf die chemische  Zusammensetzung der  Oberfliche  bestimmt.*9!
Um eine chemisch einheitlichere Oberflachenfunktionalisierung zu erreichen, wird
versucht auf Oberflachen acrylische, methacrylische, vinylische, allylische,

propargylische Monomere als stark vernetzte Schicht aus einem Plasma auf einem
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Substrat abzuscheiden. Dazu wurden unter anderem Arbeiten mit Allyalkohol®® und
Allylamin®"  durchgefiihrt. Mittels eines Plasmas lassen sich nicht nur mit
Doppelbindungen versehene Monomere polymerisieren. Beispielsweise wurde die
Polymerisation von Ethylenglykoldimethylether auf einer Polyethylenoberflache
untersucht.”? Dazu wurde die Polyethylenoberflache zuerst mit Argon-lonen (Ar+) aus
einem Argon-Plasma in einen reaktiveren Zustand Uuberfihrt. Danach wurde
Ethylenglykoldimethylether als Dampf in die Kammer eingeleitet. Die Eigenschaften
des Films werden als PEG-ahnlich beschrieben.

Ein weiterer Aspekt ist die Veranderung von Oberflachen organischer Polymere
mit der Zeit und in Abhangigkeit der Umgebung.® Der Alterungsprozess lasst sich in
chemische Veranderungen oder in Veranderungen durch Konversion der Gruppen
unterscheiden. Die Prozesse sind dabei von der Art des Polymers, der
Lagerungstemperatur und der Atmosphare, von der das Substrat umgeben ist,
abhangig.?*#33%! Die Literatur zeigt, dass das Umorientieren von funktionellen
Gruppen an polymeren Substraten ein komplexer Vorgang ist, der stark von den
untersuchten Materialien abhangig ist. Im Fall von oxidierten PE-Oberflachen scheint
diese Erscheinung weniger ausgepragt zu sein.®® Zudem scheint der Prozess
reversibel zu sein, wenn das Substrat in Wasser gegeben wird. Er tritt nicht auf, wenn
sich an den Ketten des Substratmaterials volumindse Reste befinden.

Durch Plasmaprozesse werden auf Oberflachen verschiedene funktionelle
Gruppen erzeugt, welche nur eine geringe Einheitlichkeit aufweisen. Eine Alternative,
eine kontrolliertere Funktionalisierung vorzunehmen, ist die nachtragliche Umsetzung
in einem flissigem Reaktionsmedium oder mit einem Gas.*¥

Von besonderem Interesse flir biochemische Anwendungen sind mit
Aminogruppen versehene Schichten. Aminogruppen konnen genutzt werden um
biologisch aktive Molekiile anzubinden. Die entsprechend funktionalisierten Substrate
sind zum Teil kommerziell erhaltlich. Eine Moglichkeit stickstoffhaltige Gruppen
einzufihren sind, die schon beschriebenen, Plasmaprozesse mit stickstoffhaltigen
Gasen oder Monomeren. Ein weiterer Weg ist die Silanisierung einer
Polymeroberflache mittels 3-Aminopropyltriethoxysilan (APTES).F” Dabei kondensiert
das Silan zu einem engmaschigen Netzwerk mit primaren Aminogruppen. Diese
Méoglichkeit der Funktionalisierung von  Polymeroberflachen mit primaren
Aminogruppen wurde aus der Oberflachenchemie von Glas adaptiert.*®

Eine alternative Methode zur Funktionalisierung von plasmaaktiviertem PE oder
COC mit primaren Aminen stellt die Anbindung eines Diamins dar. Die Anbindung des

Amins kann aus Lésung und aus der Gasphase erfolgen (Schema 1).5
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Schema 1: Aminofunktionalisierung einer plasmabehandelten Polymeroberflache mit
einem Diamin (Ref.[39])

Eine Moglichkeit Polyester mit primaren Aminogruppen zu versehen ist die Aminolyse,
wie am Beispiel von PET® und Poly(methylmethacrylat) PMMAXY! gezeigt wurde
(Schema 2). Die Bildung von Neben- und Spaltprodukten ist bei diesem Verfahren sehr

ausgepragt.
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Schema 2: Aminolyse von Estern eines Polymers an dessen Oberflache durch Diamine

Die Anbindung gréRRerer Molekile, wie ein Polyamidoamin-Dendrimer (PAMAM),
an Polymeroberflachen, wurde von Fail et. al. an einer Oberflache eines
Plasmapolymers aus Maleinsdureanhydrid demonstriert.*"! In Abhangigkeit der Stufe
des Dendrimers l8sst sich somit die Dichte an funktionellen Gruppen variieren. Neben
Dendrimeren werden auch PEG-basierte Stern-Polymere auf Oberflachen von
organischen Polymeren angebunden.®?

Nicht nur Polymeroberflachen werden im ,grafting-to“-Verfahren funktionalisiert.
Ein haufig angewandtes Verfahren, welches im Ursprung auf Nuzzo et. al. zurick
geht,"*¥ ist die Bindung von Thiolen auf Goldoberflaichen (Schema 3).1444* Dabei werden
ebenfalls PEG-Derivate verwendet, um die Adsorption von Proteinen zu reduzieren.
Untersuchungen zum Einflusses der Kopplungsdichte der Ketten auf einer Oberflache
wurden beispielsweise von Unsworth et. al. durchgefiihrt.“® Selbst mit Thiol-Gruppen
funktionalisierte Peptide lassen sich mit diesem Verfahren binden.®"! Auf
Goldoberflachen  Uber die  Au-S-Bindung gekoppelte  kurzkettige PEG-
Thiocarbonsauren kénnen unter anderem zur kovalenten Immobilisation von Proteinen

genutzt werden .8
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Schema 3: Bindung von Thiolen durch Ausbildung einer Au-S-Bindung auf
goldbeschichteten Substraten

Es wurde versucht auch Poly- und Oligomere auf Goldoberflachen zu binden. So
koppelt Xia et. al. PEG-funktionalisierte Polysiloxane auf Goldoberflachen.”?! An den
Polysiloxanen befinden sich N-Hydroxysuccinimid-Gruppen (NHS-Gruppen), welche flr
die Bindung von Proteinen genutzt werden kénnen. Gleichzeitig wird durch die PEG-
Ketten ohne NHS-Endgruppen die Adsorption von Proteinen reduziert. Verzweigte
Polyglycerole (PG) werden auf Goldoberflachen Uber Thiol-Gruppen gebunden und
verhindern ebenfalls die Adsorption von Proteinen.”® Auf Poly(acrylamid) mit NHS-
Gruppen basierende Polymere finden ebenfalls fir die Immobilisierung von Proteinen
Verwendung.®" Um das in Losung synthetisierte Polymer auf Gold zu binden, wird es
mit Thioalkylaminen modifiziert. Zur Reduzierung der Dichte an NHS-Gruppen werden
diese mit PEG-Aminen abgesattigt. Gebunden auf Gold wurde die Wechselwirkung mit
verschiedenen Proteinen untersucht.

Die Synthese von Silanschichten auf Siliziumscheiben und Glas geht auf das
Jahr 1980 zurlick. Sagiv et. al. zeigt, wie sich mit Trichlorsilanen, nach Hydrolyse durch
eine auf dem Substrat adsorbierte Wasserschicht, eine Silanschicht bilden lasst."? Eine
der gangigsten Wege Glas- oder Siliziumwaferoberflachen mit primaren Aminen zu
versehen, ist wie auch auf den Oberflachen organischer Polymere, die Kondensation
einer Schicht oder Monolage aus APTES (Schema 4; vgl. Ref. [38]).

NH,

107 o7 Mo”1 o
OH OH OH OH OH OH ;EA' oo O O O o0 o
A A S S S RT [ A A
Si I—» Si
-H,0

Schema 4: Kondensation einer Silanschicht auf einem Glas oder Siliziumsubstrat —
Funktionalisierung mit primaren Aminen durch APTES (Ref. [38])
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Ein auf Acrylamid basierender und auf einem Glassubstrat adsorbierter Film wird
in der Literatur ebenfalls vorgestellt.*® Die Besonderheit in diesem Beispiel ist, dass die
Proteine Uber photoaktive Gruppen angebunden werden kdnnen. In einem &hnlichem
Verfahren werden Proteine in einer PEG-Matrix (basierend auf PEG-dimethacrylat
(PEG-MA)) auf einem Glassubstrat Uber Acrylgruppen immobilisiert.”” Die
funktionalisierten Substrate werden fir die Anlagerung von Zellen verwendet. Die
Synthese eines Siloxanfiimes und die nachtragliche Anbindung von PEG wurde von
Mao et. al. demonstriert.*®!

Fur die optische Wellenleiterspektroskopie (OWLS), einer Methode bei der die
Veranderung des Brechungsindexes an einem mit Nb,Os beschichteten Glassubstrat
mit der Adsorption einer Masse korreliert wird, wurde Poly(L-Lysin)-g-poly(ethylenoxid)
(PLL-g-PEG), ein kationischer Polyelektrolyt, auf der Oberflache adsorbiert.®® Das
Polymer wurden in Lésung mit Biotin-Gruppen versehen (Schema 5). An diese
Gruppen konnen Uber das Protein Streptavidin weitere Proteine angebunden werden.
Es wird gezeigt, dass sich das Streptavidin in einer Konzentration an die Oberflache
anlagert, die einer Monolage entspricht.

Die kovalente Anbindung von Polymeren auf Oberflachen fuhrt oftmals zu einer
niedrigen Bindungsdichte,””*® da sich grofRe Molekile wahrend der Reaktion mit den

funktionellen Gruppen auf einer Oberflache sterisch hindern.
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Schema 5: Adsorption eines in Losung polymerisierten Polyelektrolyten auf einem
Substrat mit OH-Gruppen (Ref. [56])
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2.1.3 ,Grafting from*®

Bei den ,grafting-from“-Verfahren wird eine Polymerisation durch einen Initiator auf der
Oberflache des Substrates gestartet. Dieser Initiator kann eine radikalbildende Spezies
fur eine radikalische oder eine ionische Spezies fur eine ionische Polymerisation sein.
Eine Mdglichkeit mittels der klassischen radikalischen Polymerisation ein Netzwerk auf
einer Glasoberflache herzustellen wird von Charles et. al. vorgestellt.*® Dafiir wird die
Oberflache mit einer Schicht aus einem Silan mit Methacrylat-Gruppen versehen. Auf
dieser Funktionalisierung wird eine 2 und 4 ym dicke Hydrogelschicht, auf Basis von
Acrylamid und Bisacrylamid, polymerisiert. Diese Schicht wird als stark vernetzt
beschrieben. Nach einer (weiteren) Vernetzung der Schicht mit einem bifunktionellen
NHS-Ester konnen Proteine kovalent, Uber die nicht reagierten NHS-Gruppen,
angebunden werden. Bei der Anbindung eines Antikorpers konnte eine Erhéhung der
Oberflachenkonzentration, im Vergleich zu einem 2-D-Array, um einen Faktor von 2-3
festgestellt werden. Dies wird darauf zurlick gefiihrt, dass das Protein auf dem
Acrylamidgel besser zuganglich ist. Allerdings wird auch von einem starken
Hintergrund berichtet.

Auf Polymeroberflachen werden radikalische Polymerisationen genutzt, die von
instabilen Funktionalgruppen ausgehen. Das Prinzip besteht darin, durch die
Einwirkung eines Plasmas, reaktive Gruppen auf einer Oberflache zu erzeugen. Diese
kdnnen beispielsweise Peroxide sein, die dann unter Lichteinwirkung zerfallen und ein
Initiator-Radikal bilden an dem die Polymerisation gestartet werden kann. Damit lassen
sich beispielsweise Polymere auf Basis von Acrylsdure auf einem Polylactid-Substrat

herstellen (Schema 6).1
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Schema 6: Polymerisation von Acrylsdure an einem durch ein Plasma aktiviertes
Poly(D,L-lactid)-Substrat

Durch die Verwendung einer Polymerschicht auf Basis von Acrylsdure wird eine hohe

Oberflachenkonzentration der Carbonsauren erreicht. Aus diesem Grund kann die

12
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Schicht fiir eine Immobilisation von Molekilen, bei denen eine hohe Bindungskapazitat
bendtigt wird, verwendet werden. In weiteren Versuchen werden verschiedene
Proteine nach Aktivierung der COOH-Gruppen durch die EDC/NHS-Methode an die
Oberflache angebunden. Die EDC/NHS-Methode ist ein, im Besonderen in der
Biochemie, Ublicher Weg, eine COOH-Gruppe in einen reaktiveren NHS-Ester zu
Uberfiihren. Dazu wird die Carbonsaure zuerst in ein Carbodiimid-Derivat Gberfihrt.®"
Da dieses hydrolyseempfindlich ist, kann durch die Umsetzung mit N-
Hydroxysuccinimid ein stabileres Produkt gebildet werden, welches sich anschliefiend
mit einem Amin (z.B. aus einem Protein) zu einem Amid umsetzten lasst.®? In dem
vorgestellten Beispiel wird festgestellt, dass auf Grund der hohen Konzentration an
COOH-Gruppen, die Proteine auch adsorptiv binden.

Ein Verfahren, ein Netzwerk auf einer Polymeroberflache herzustellen, wurde von
Larsson et al vorgestellt.™®! Dazu wird eine nicht funktionalisierte Polymerfolie aus
zyklischem Olefin-Copolymer (cylic olefin copolymer (COC)) in einem Luft-Plasma mit
funktionellen Gruppen versehen. Nach dieser Aktivierung wird das Substrat mit
Wasserstoffperoxid behandelt, dadurch werden weitere Peroxide gebildet. Diese
Peroxide werden unter Bestrahlung mit elektromagnetischen Wellen dazu genutzt, ein
Netzwerk aus 2-Hydroxyethylmethacrylat (HEMA) und kurzkettigen (10 PEG Einheiten)
PEG-MA mit einer Schichtdicke von 100 nm bis 1100 nm zu bilden (Schema 7).
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Schema 7: Polymerisation eines Kammpolymers aus HEMA und PEG-MA auf einer
plasmaaktivierten Polymeroberflache

Es werden die beiden Molekiile auf das funktionalisierte Substrat aufgetragen und
bestrahlt. Im Ergebnis wird ein engmaschiges Netzwerk auf Ethylenglykol-Basis mit

OH-Gruppen erhalten, welches nur eine geringe Adsorption von Proteinen zeigt. In
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weiteren Schritten wird beschrieben, dass die OH-Gruppen carboxyliert werden. An die
Carbonsduren wird dann Human-Serum-Albumin (HSA), nach Uberfiihren in einen
NHS-Ester, angebunden. An das immobilisierte HSA kann der Antikoérper (anti-HSA)
anbinden.

Bei den bisher vorgestellten Verfahren zur Polymerisation ist die Kontrolle der
molekularen Struktur des gebildeten Polymers sehr schwierig. Um dies zu verbessern
wurden Techniken entwickelt, mit denen eine bessere Kontrolle der molekularen
Masse erreicht werden soll. Besondere Bekanntheit haben dabei die ,atom transfer
radical polymerisation® (ATRP), die ,reversible addition fragmentation chain transfer
polymerisation“ (RAFT), die ,nitroxid mediated polymerisation® (NMP), die ,ring
opening polymerization* (ROP) und die ,ring opening metathesis polymerization®
(ROMP) erlangt. Eine Ubersicht iiber die Methoden wurde von Edmondson et. al.
verfasst.®™ Im Vergleich zu den ,grafting to“-Methoden stellen diese Verfahren hohere
Anspriche an die gewahlten Reaktionsbedingungen. Besonders bei der anionischen
Polymerisation stellt der Ausschluss von Wasser eine hohe Anforderung an die
Reaktionsfiihrung.®

Mittels ATRP, einer kontrollierten radikalischen Polymerisation, werden acryl- und
methacrylische Monomere Uber einen bromhaltigen Initiator, meist an einem tertidren
Kohlenstoffatom, polymerisiert. Neben dem Initiator werden Kupferbromid und ein
Ligandensystem bendétigt. In der Regel werden fur Oberflachen-ATRP Silizium- und
Glassubstrate verwendet. Fur ATRP mussen die Lésungen, in denen das Verfahren
durchgefihrt wird, frei von Sauerstoff sein. Eines der ersten Beispiele (aus dem Jahr
1998) stellt die Polymerisation von Methylmethacrylat auf einem Siliziumsubstrat dar.®
Von grofRerem Interesse flr biomedizinische Anwendungen ist die Polymerisation von
PEG-dimethacrylaten (PEG-DMA) bzw. PEG-MA, wie sie unter anderem von Baker et.
al. auf Goldoberflachen durchgefiihrt wurde.®” Durch die Verwendung von Diacrylaten
kommt es zur Vernetzung. Es wurde ein linearer Zusammenhang zwischen
Schichtdickenwachstum und der Zeit festgestellt. Eine schaltbare
Oberflachenfunktionalisierung wurde unter anderem von Wischerhoff et. al. auf
Goldsubstraten synthetisiert.®® Eine definierte Architektur der auf PEG-MA
basierenden Kammpolymere erlaubt einen temperaturabhdngigen Phasenubergang.
Damit ist es moglich auf einer Oberflache gebundene Zellen bei einer bestimmten
Temperatur wieder frei zu geben. Auch Co-Polymere lassen sich auf Goldoberflachen
herstellen. Daflr wird die Oberflaiche eines Siliziumwafers mit einem bromhaltigen
Silan funktionalisiert. An diesem Silan wird im Anschluss ein Kammpolymer

aufgebaut.®
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Die Verwendung von ATRP, um auf Polymeroberflachen zu polymerisieren, ist in
der Literatur im Verhaltnis deutlich seltener beschrieben. In einem Beispiel wird
Acrylamid auf einen Film eines Polyethylen-Acrylsdure-Copolymers mittels ATRP
polymerisiert.”™ Die Polymerisation von Methylmethacrylat und Styrol auf
verschiedenen Cellulosesubstraten wurde von Lindqvist et. al. untersucht."" Die
Funktionalisierung einer PP-Oberflache mittels ATRP ist ebenfalls beschrieben. Die
Bindung des Initiators auf die Oberflache des chemisch inerten Polymers erfolgte dabei
Uber ein Bromisobutyrat-Derivat des Benzophenons. Benzophenon bildet bei der
Bestrahlung mit Licht einer Wellenlange von 365 nm ein Biradikal, welches mit den
aliphatischen Ketten des Substrates reagiert. Im Ergebnis ist der Initiator gebunden
und ein Monomer, wie im Beispiel 2-Dimethylaminoethylmethacrylat (DMAEMA), kann
Uber ATRP polymerisiert werden. Zur Bestimmung der molaren Masse des Polymers
wird die Polymerisation parallel in Lésung durchgefiihrt. Dazu wurde die Annahme
getroffen, dass die Reaktion auf der Oberflache mit der gleichen Geschwindigkeit wie
in der Losung erfolgt. Die durch das Polymer funktionalisierte Polymeroberflache zeigt
eine bakteriozide Wirkung. Die Polymerisation von Acrylaten auf eine durch Ozon
aktivierte Membran aus Polypropylen konnte ebenfalls schon durchgefiihrt werden.™
Die Polymerisation von Styrensulfat mittels ATRP auf der Oberflache eines
Poly(fluortetraethylen)-Films (PTFE-Films) wurde von Liu et. al. demonstriert.”™ Durch
die Behandlung des PTFE-Films mit einem Wasserstoffplasma wurden OH-Gruppen
eingefiihrt. An diesen konnte der Initiator 2-Bromisobuturylbromid gebunden werden,
von dem aus die Polymerisation erfolgte.

Eine weitere Moglichkeit Monomere zu Polymeren auf Oberflachen aufzubauen
ist die Verwendung von RAFT. RAFT ist, wie ATRP, eine kontrollierte radikalische
Polymerisation.” Eine Ubersicht Uber die RAFT-Technik ist in Ref. [76] zu finden.
Mittels oberflacheninduzierter RAFT sind Polymere auf Basis von Styrol,
Methylmethacrylat und N,N-Dimethylacrylamid auf Siliziumoberflachen beschrieben.™
Zur Analyse der molekularen Masse wurden die Polymere durch Flusssaure von der
Oberflache abgelost und mittels Gelpermeationschromatographie (GPC) analysiert.

Von gro3em Interesse, auch fiir die Funktionalisierung von Polymeroberflachen
fir biologische Anwendungen, ist die Ring-Offnungs-Polymerisation (ROP). Diese
beruht darauf, dass durch einen ionischen Initiator, welcher auf einer Oberflache
gebunden ist, das Kettenwachstum gestartet wird. Ein Beispiel, welches speziell fur
biomedizinische Anwendungen bedeutsam ist, ist die Polymerisation von Ethylenoxid
auf einer Goldoberflache. Dazu wurde als thiolfunktionalisierter Initiator als Monolage

gebunden.®®
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Schema 8: Anionische Polymerisation von Oxiran an einer Oberflache aus der
Gasphase

Von diesem Initiator aus kann, unter basischen Bedingungen (durch Zugabe von
Phosphazan- Base), die Polymerisation von Ethylenoxid zu einer PEG-Kette
durchgefiihrt werden. Ethylenoxid wird dazu gasformig in die Apparatur eingeleitet. Es
wird beschrieben, dass bei der Durchflihrung der Reaktion in einer Losung die
Nebenreaktion in der flissigen Phase schneller ablaufen wiirde als die Reaktion an der
Oberflache. Die Reaktionszeit fur die Synthese einer 6 nm dicken PEG-Schicht liegt bei
einer Temperatur 40°C bei 8 Tagen. Die Polymerisation von Ethylenoxid wurde auch
auf Polyethylenpartikeln durchgefiihrt.’”? Die Reaktionszeiten liegen hierbei ebenfalls
im Bereich von Tagen (Schema 8). Die im oberen Teil beschriebenen Verfahren fuhren
theoretisch zu definierteren Strukturen. Diese Verfahren stellen jedoch hohe
Anforderungen an die Reaktionsfihrung und sind eine Herausforderung flr eine

technische Realisierung zur Funktionalisierung von Oberflachen.

2.1.4 Dunne Filme durch Polykondensation auf Oberflachen
Eine weitere Klasse kdnnen die Kondensationsreaktionen auf Oberflachen, die auch
den ,grafting to“-Verfahren zugeordnet werden, bilden. Den Ubergang in diese Klasse
stellen Beschichtungen mit Silan-Monolagen dar. Durch Kondensationsreaktionen
kénnen auch Netzwerke gebildet werden, die Uber eine Kopplung einer Monolage zur
Funktionalisierung hinaus gehen.

Ein auf Polykondensation bestehendes Verfahren, Netzwerke auf Oberflachen

fir biologische Anwendungen herzustellen wurde von Harbers et. al. prasentiert.[™
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Schema 9: Bildung eines Netzwerkes basierend auf Silanen nach Harbers et. al. (Ref.
[78])

Dazu wird eine Mischung der in Schema 9 dargestellten Komponenten in DMSO gel&st
und mittels Schleuderbeschichtung auf die Oberflaiche aufgetragen. Die
Netzwerkbildung erfolgt Gber einen Zeitraum von 75 min und bei Temperaturen
zwischen 75 — 100 °C. Die Dicke der damit hergestellten Schichten wurde mit 20 nm
angegeben. Die Rauhigkeit betragt, ermittelt mit AFM, weniger als 1 nm. Die Dicke der

Schichten im gequollenen Zustand (in Wasser) wurde mit 50 nm — 100 nm angegeben.

2.2 Analytik von Oberflachen und diinnen Schichten

2.2.1 Allgemeiner Uberblick

Die Methoden, welche auf ein oberflachenanalytisches Problem angewendet werden
koénnen, sind von der Art des Substrates und von der Dicke der zu untersuchenden
Schicht abhangig. In der folgenden Tabelle sollen flr ausgewdahlte Methoden der
Oberflachenanalytik die Anforderungen an die Substrate, die Messgréfle und die

daraus ableitbaren Informationen dargestellt werden (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Uberblick (iber zu gewinnende analytische Informationen mit géngigen
Methoden der Oberflachenanalytik*

Methode Substrate  Analysentiefe Messgrofle Interpretation

XPS unabhangig 1nm -10 nm kinetische Verhaltnisse der
Energie der  Elemente und
emittierten Bindungszustande

Elektronen
SIMS unabhangig 1 nm Masse von Strukturelemente
Molekl-
fragmenten
Ellipsometrie reflektierend, durchstrahit Veranderung Schichtdicke
transparent der optischen und/oder
(Glas, Au, Parameter in  Brechungsindex
Si/Si02) einer Schicht einer Schicht
REM elektrisch 0,5 nm (abhangig emittierte Morphologie
leitende von Energie der  Sekundar-
Substrate Primarelektronen elektronen
AFM unabhagig Wechsel- Morphologie, Moduli,

wirkungen mit Wechselwirkung
Oberflache  mit der Spitze oder
Platte

Ein Uberblick tiber Methoden zur Analytik von Oberflachen und diinnen Schichten, im
Zusammenhang mit biomedizinischen Anwendungen, ist in einem Ubersichtsartikel von
Merrett et. al. dargestellt."™

Einige Methoden erlauben die chemische Charakterisierung, d.h. sie dienen zum
Nachweis von Elementen und/oder verschiedenen Verbindungen. Zu dieser Klasse
zahlen unter anderem die Réntgenphotoelektronenspektroskopie®®, Methoden der IR-
Spektroskopie (IR)®'%28% oder der Sekundar-lonen-Massenspektrometrie (SIMS).?4 Die
Charakterisierung der optischen Eigenschaften lasst sich beispielsweise mittels
Ellipsometrie erreichen.® Die Rasterelektronenmikroskopie (REM), eine Methode, bei
der durch Bestrahlung des Materials mit einem Elektronenstrahl sekundéare Elektronen
emittiert und genutzt werden, um ein Abbild der Oberflache zu erzeugen, ist geeignet,
um die Morphologie einer Oberflache bzw. einer Schicht zu untersuchen. Dies ist
ebenfalls mit Atom-Kraft-Mikroskopie mdglich. Das Prinzip besteht darin, dass Krafte
zwischen einer Oberflache und einer Spitze, Platte oder Kugel, welche auf einem
Cantilever fixiert ist, gemessen werden. Dieses Kraftprofil wird in ein Abbild der

Oberflache Ubersetzt oder kann ein Mal fur die Starke der Wechselwirkung mit einem

*in Anlehnung an B. D. Ratner, B. J. Tyler, A. Chilkoti, Clinical Materials, 13, 1993, 71-84
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Objekt sein. Die geometrische Prazision des auf dem Cantilever befestigten Objektes
entscheidet unter anderem Uber die Auflésung der Aufnahme.

Die meisten Verfahren zur chemischen Analyse basieren darauf, dass entweder
eine Emission von Teilchen angeregt wird, die dann analysiert werden, oder dass die
Schwachung der Intensitat einer elektromagnetischen Welle gemessen wird .

Speziell in der Analytik von funktionalisierten Polymersubstraten gibt es
Besonderheiten, die beachtet werden sollten (Abbildung 2).

Dinne organische Schichten auf organischen Polymermaterialien unterscheiden
sich auf atomarer Ebene nur wenig vom Grundmaterial, da sowohl die Schicht und das
Substrat aus Kohlenstoffverbindungen besteht. Zudem ist die dullere Zone eines
Materials aus nur 10" Atomen pro cm? aufgebaut.®? Die Analyse von funktionellen
Gruppen bzw. dinnen Schichten auf Polymersubstraten findet demzufolge mit einem

,Hintergrund“ statt, der um ein Vielfaches groRRer als die zu analysierende Schicht ist.

Anregung Emission

polymeres Substrat

Abbildung 2: Schema der Analytik einer dinnen Schicht auf einem polymeren

Substratmaterial (nicht maf3stabsgerecht)

Aus diesem Grund finden oberflachensensitive Methoden, wie zum Beispiel SIMS und
XPS, Anwendung.

2.2.2 XPS - Analyse organischer Oberflachen und Schichten
Eine erste Arbeit, welche XPS als analytisches Werkzeug in Aussicht stellt, ist eine
Publikation von Steinhardt et. al. mit dem Titel: ,X-ray photoelectron spectrometer for

chemical analysis“ aus dem Jahr 1951.%¢ Die weitere Entwicklung wurde unter
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anderem von Siegbahn et. al. voran getrieben, welcher als der Vater der
kommerziellen XPS gilt.?”? XPS selbst wurde in den Anfangen bevorzugt zur Analyse
der Zusammensetzung von anorganischer Materie genutzt. In einer der ersten
Veroffentlichungen wurde in der  Zeitschrift Physical Review ein
Photoelektronenspektrum von Kupfer prasentiert.®® Die Entwicklung vom
photoelektrischen Effekt (Hertz 1887) bis zu den Anfangen der Anwendung von XPS
wurde von Jenkin et. al. zusammengestellt.® Urspriinglich war XPS nicht fir die
Analyse von Oberflachen gedacht. Das Prinzip, und die damit verbundene geringe
Informationstiefe, hat XPS gerade fir eine Anwendung in der Oberflachenanalytik
interessant gemacht.

Der Beginn der systematischen Untersuchung der elektronischen Struktur von
organischen Molekilen und Polymeroberflachen mittels XPS geht auf die Jahre
1971/1972 zuriick. Clark et. al. beschreibt unter anderem die Elektronenspektren von
verschiedenen Benzenderivaten®, stickstoffhaltigen Heterozyklen®" und beschéftigt
sich mit der Analyse von Copolymeren®. Ebenfalls von Clark wurden weitere vertiefte,
auch theoretische, Untersuchungen zu Verwendung von XPS zur Analyse organischer
Materie durchgefiihrt.®® Die Aufladung nicht leitender Proben war dabei ein Problem,
welches geldst werden musste. Weitere Verbesserungen der Technologie, speziell der
Verhinderung der Aufladung der Proben und die Erhdéhung der energetischen
Aufldsung, erlaubten das Studium komplexerer Materialien. Eine erste
zusammenfassende Arbeit zur Analyse von Materialien fir biomedizinische
Anwendungen erschienen 1986.1%4

Das Prinzip von XPS besteht darin, dass eine Probe mit Roéntgenstrahlung
bestrahlt wird und dabei Elektronen emittiert werden. Die kinetische Energie der

Elektronen wird gemessen.

A
E. } gemessene Grole

aleale
1<

A

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Prinzips von XPS

Aus der Berechung der Bindungsenergie (Gleichung 1) lasst sich das jeweilige

Element zu ordnen.®
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Ef =h-v—-E, +a, (1)

E." ist die Energie, die bendtigt wird um Elektronen aus dem Material austreten zu
lassen, welche der Bindungsenergie entspricht. Die Energie der Réntgenstrahlung wird
durch den Term hv reprasentiert und ist durch die Art der Rdéntgenanode, meist
Magnesium oder Aluminium, vorgegeben. E. ist die durch einen Analysator gemessene
kinetische Energie der Elektronen. Die Arbeitsfunktion des Spektrometers ws,
bertcksichtigt Messunterschiede, die sich durch verschiedene Geratetypen ergeben.

In XPS-Spektren lassen sich in Abhangigkeit des Elements s-, p-, d- und f-
Elektronen den Messsignalen zuordnen. Die unterschiedlichen Hauptniveaus der
Elektronen sind, in Abhangigkeit des jeweiligen Elementes, ebenfalls zu erkennen. Die
fur die kovalente Bindung verantwortlichen Valenzelektronen zeigen in den Spektren
ein Signal. Dieses enthalt keine Detailinformation Gber den Aufbau, jedoch kann tber
die Valenzelektronen zwischen verschiedenen Materialien unterschieden werden.
Befindet sich an einem betrachteten Element ein Bindungspartner mit einer anderen
Elektronegativitat, kommt es zu einer Polarisierung der Bindung. Die Polarisierung hat
auch einen Einfluss auf die Bindungsenergie der Elektronen in kernnahen Orbitalen.®!
Dieser zeigt sich in einer anderen Bindungsenergie der Elektronen im Vergleich zu
einem Element mit gleichem Bindungspartner. Der Einfluss eines elektronegativeren
Bindungspartners lasst sich auch tber mehrere Atome hinweg feststellen. Dann wird
von Sekundar- und Tertiareffekten gesprochen. Aber nicht nur der Bindungspartner
selbst, sondern auch die Anzahl an Bindungen die zu ihm ausgebildet werden,
beeinflusst die Bindungsenergie der Elektronen. Zur Untersuchung des Einflusses der
Bindungspartner auf die Bindungsenergie der Elektronen in betrachteten Atomen
werden hochaufgeldste Spekiren aufgenommen. In der Nomenklatur wird dazu das
Element und das betrachtete Orbital genannt, z.B. C 1s oder S 2p.

Wahrend der Messung von nicht leitenden Substraten kommt es durch die
Emission der Elektronen zur Aufladung der Probe. Diese wird zum Beispiel durch
thermische Elektronen Uberkompensiert. Die real gemessene kinetische Energie, ist
von verschiedenen Faktoren beeinflusst (u.a. durch die Neutralisation) und
unterscheidet sich leicht von Messung zu Messung. Aus diesem Grund missen die
Spektren auf einen Referenzwert verschobenen werden. In organischen Materialien
wird die Bindungsenergie der 1s Elektronen aus den Kohlenstoffatomen, welche nur
Bindungen zu anderen Kohlenstoffatomen oder Wasserstoff ausbilden auf 285 eV
festgelegt.®™ Bei organischen Materialien, welche keine von Bindungspartnern

unbeeinflusste Kohlenstoffatome enthalten, werden dann entsprechend andere
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Bindungsenergien als Referenzwert verwendet. Ist anstelle des Kohlenstoffes ein
anderes Atom gebunden, wie zum Beispiel Stickstoff, liegt die Bindungsenergie der
Elektronen um 0,56 eV bis 1,41 eV Uber der Bindungsenergie der Elektronen in
Kohlenstoff-Kohlenstoff oder Kohlenstoff-Wasserstoff-Bindungen.®® Die Differenz der
Bindungsenergie wird als chemische Verschiebung bezeichnet (Tabelle 2).

In anderen Elementen lasst sich der Einfluss des Bindungspartners auf die
Bindungsenergie der Elektronen in einem betrachteten Orbital eines Atoms ebenfalls
beobachten. In beispielsweise hochaufgelosten N1s Spektren liegt die
Bindungsenergie der Elektronen von Stickstoff in Aminen und Amiden bei 399,0 eV bis
400,0 eV und im protonierten Ammonium-Stickstoff bei ca. 401,5 eV."

Die Auswertung erfolgt durch Integration der Flachen unter den aufgenommen
Bindungsenergie—Intensitatsverlaufen. In der Elementaranalyse kénnen die Daten,
unter Berlcksichtigung der Transmissionsfunktion und der unterschiedlichen
Empfindlichkeit fir die Elemente, entnommen werden. Die Auswertung der
hochaufgeldsten Spektren ist aufwendiger. Durch das Spektrum wird das Verhaltnis
von Elektronen aus den betrachteten Orbitalen verschiedener Atome mit
unterschiedlichen Bindungspartnern oder einer unterschiedlichen Anzahl an Bindungen
zu einem anderen Bindungspartner reprasentiert.

Tabelle 2: Chemische Verschiebung von Komponenten im C1s-Spektrum (angelehnt
an Lit. [95])
Komponente Bindungsengie [eV] Chemische Verschiebung [eV] A Elektronegativtat

C-C 285 0 0
C-N 285,56 - 286,41 1,41 0,5
C-0-C 286,13 - 286,75 1,13-1,75 1
C-OH 286,47 - 1,73 1,47 -1,73 1
Epoxide 287,02 2,02 1
C=0 287,81 - 287,97 2,81-297

CONH 287,97 - 288,59 2,97 - 3,59

COOR 288,64 - 289,23 3,64 -4,23

COOH 289,18 - 289,33 4,18-4,33

CF; 292,65 - 292,72 7,65-7,69 1,5

Zur Auswertung wird ein Modell aufgebaut, welches auf einer angenommen
Stdéchiometrie basiert. In der Auswertung wird die angenommene Zusammensetzung
den experimentellen Werten angepasst. Dabei wird das Spektrum eines betrachteten
Elements durch ein Modell, basierend auf Verteilungsfunktionen (z.B. Gaul¥funktionen),
beschrieben. Im weiteren werden die Kurven als Komponenten bezeichnet. Ist die

Stochiometrie durch die chemische Struktur vorgegeben, kénnen in dem Modell
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weitere Information fest definiert werden. So ist beispielsweise in einem Ester immer
eine Komponente vertreten, welche die Elektronen aus dem Kohlenstoff des Esters
selbst reprasentiert. Jeder Ester hat einen ,Alkohol-Teil“, welcher mit dem Kohlenstoff
des Esters im Verhaltnis 1:1 vorliegt. In gleicher Weise kann dies auch mit anderen
Strukturelementen geschehen, wenn die Verhaltnisse zwischen den Komponenten
durch die chemische Verbindung selbst vorgegeben sind.

Die Informationstiefe ist von der freien Weglange der emittierten Elektronen im
Material abhangig.®*"! Genauere Untersuchungen der freien Weglange von Elektronen
in organischen Materialien wurden von Tanuma et. al. durchgefiihrt.®® Firr Polyethylen
hoher Dichte (PE-HD) liegt sie zwischen 7 nm bis 10 nm.®%

Mittels XPS wird ein Volumenelement, dessen GrofRe durch die freie Weglange
der Elektronen im Material und die Fokussierung der austretenden Elektronen
bestimmt wird, analysiert.

Ist die Konzentration einer funktionellen Gruppe sehr niedrig oder die
entsprechende Komponente wenig isoliert kdnnen chemische Derivatisierungen
vorgenommen werden. Mit ihnen wird Uber selektive, moglichst schnell und vollstéandig
ablaufende Reaktionen eine funktionelle Gruppe durch ein bisher nicht vorhandenes
Element markiert oder Substanzen angebunden, welche sich durch eine gut separierte
Komponente in den hochaufldsenden Spektren beschreiben lassen. Eine Ubersicht
Uber verschiedene Derivatisierungsreaktionen ist in Ref. [100] zu finden. Ein Beispiel
der Derivatisierung von OH-Gruppen ist die Reaktion mit Trifluoressigsdureanhydrid
(TFAA).I

PE )J\ )J\ PE )J\

L OH F:C” 07 TCF, 0~ CF,

Gasphase, 30 min, Vakuum

—
v

PE - CF4COOH - 0

N

—NH, —NH” CF,
Schema 10: Markierung von funktionellen Gruppen mit Trifluoressigsaureanhydrid

Durch die Bildung eines Esters und einer Komponente, welche die CF3-Gruppe
reprasentiert, kann zwischen Ether, welche ebenfalls eine Bindung zwischen
Kohlenstoff und Sauerstoff aufweisen, und OH-Gruppen unterschieden werden. Neben
der Reaktion mit OH-Gruppen werden auch Amine markiert. Bei allen
Derivatisierungsreaktionen missen Nebenreaktionen und der Umsatzgrad beachtet

werden.
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2.2.3 Fluoreszenzmarkierung an Polymeroberflachen

Ein weiteres Verfahren, welches auch auf Derivatisierungsreaktionen beruht, ist die
Fluoreszenzmarkierung. Mit ihr |8sst sich die Empfindlichkeit des Nachweises von
funktionellen Gruppen an Oberflachen oder in dinnen Schichten erhdéhen. Im
Gegensatz zu XPS wird durch Fluoreszenzmarkierung eine Flachenkonzentration,
anstelle einer Volumenkonzentration bestimmt. Das Material wird durchstrahlt und die
Messinformation stammt aus dem gesamten durchstrahlten Bereich.

Das Prinzip der Fluoreszenzmarkierung besteht darin, an eine funktionelle
Gruppe einen fluoreszierenden Farbstoff zu binden und dessen Fluoreszenzintensitat
und Emissionsmaximum zu bestimmen. Die Verwendung von Techniken der
Fluoreszenzmarkierung bedarf allerdings weiterer vertiefter Uberlegungen. Nach
Ivanov et. al. ergeben sich folgende Fragen®:
¢ Wie dick ist die analysierte Schicht?

o Wie tief dringen die Farbstoffmolekiile in die Schicht ein?

o Wie grof} ist der Unterschied des Fluoreszenzverhaltens zwischen einem Farbstoff
in Lésung und an einer Oberflache?

¢ Gibt es Wechselwirkungen zwischen den Farbstoffmolekilen?

e Welche Nebenreaktionen missen in Betracht gezogen werden?

¢ Wie hoch sind die Ausbeuten und Umsatze der Kopplungsreaktionen?

Einige dieser Fragen wurden von Ivanov et. al. beantwortet. Dazu wurde ein

Plasmapolymer aus Acrylsdure hergestellt. Es zeigte sich, dass die

Fluoreszenzintensitat linear mit der Schichtdicke ansteigt. Daraus wurde geschlossen,

dass der Farbstoff (Dansylcadaverin) in 20 Stunden mindestens 150 nm tief in das

stark vernetzte Plasmapolymer eindringt.

In ersten Versuchen zur Fluoreszenzmarkierung an Polymeroberflachen wurde
die Konzentration von Carbonsauren auf einem mit Chromsaure behandelten
Polyethylensubstrat bestimmt. Dazu fanden Cumarin-Farbstoffe Verwendung.'! Die
Konzentration der Carbonsduren wurde mit maximal 210" Gruppen cm?
(3321 pmol cm™) bestimmt. Damit stellen 60 % aller detektierten funktionellen Gruppen
COOH-Gruppen dar. Die Markierung von verschiedenen Derivaten von Carbonsauren
an einem oxidierten PE-Substrat mit Dansyl-Farbstoffen wurde von Rasmussen et. al.
vorgestellt."® Die Fluoreszenzeigenschaften von Dansylfarbstoffen, unter anderem
von Derivaten des Farbstoffes Dansylcadaverin, an Oberflachen wurden vertieft in Lit.
[103] untersucht. Es zeigte sich, dass die Fluoreszenzeigenschaften in Wasser und
gebunden an einer Oberflache vom pH-Wert abhangig sind. Dies betrifft die Intensitat

und die Position des Emissionsmaximums. Unterhalb von pH 2 tritt Quenching auf.
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Dies wird auf die Protonierung des sekunddren Amines im Dansylmolekil
zurlckgefuhrt. Die Veranderung der Intensitat oberhalb eines pH-Wertes von 5 ist sehr
gering. Die Konzentration der Dansylderivate auf einer mit Chromsaure oxidierten PE-
Oberflache wurde mit 610" Gruppen cm™ (996 pmol cm™?) bestimmt. Es ergibt sich
laut Randall et. al. eine Konzentration von Dansylderivaten von 1,7 Gruppen pro nm?>.
Daraus lasst sich der mittlere Abstand der Gruppen auf der Oberflache mit 1,3 nm
angeben. Diese hohe Dichte an Farbstoffmolekilen kann demnach zu
Energielbertragungsprozessen flihren.

Auch Ivanov et. al. beschaftigte sich mit der Analyse von verschiedenen
funktionellen Gruppen auf Chromsaure- bzw. plasmaoxidierten PE-Substraten.?"! Fir
mit Chromsaure oxidierte PE-Oberflachen wurde die Konzentration der COOH-
Gruppen mit 4100 pmol cm™ und fiir eine mit einem Sauerstoffplasma oxidierte
Oberfliche mit 1,5 pmol cm? angegeben (Tabelle 3). Die hohen Werte fiir die
Konzentration der funktionellen Gruppen nach der Oxidation mit Chromsaure kénnen
darauf hindeuten, dass es durch die Chromsaurebehandlung zu einer starkeren
Zerstdérung der Materialoberfliche kommt. Dadurch wird nicht nur die obere Schicht
markiert. Es werden auch funktionelle Gruppen markiert die sich tiefer im Material
befinden. Diese Beobachtung stutzt sich ebenfalls auf die von Randall beschriebene
visuell wahrnehmbare grine Farbung der mit Chromsaure oxidierten Filme nach
Markierung mit dem Farbstoff.'®® Das verwendete Verfahren der Aktivierung der
Oberflachen in einem Sauerstoffplasma scheint die Morphologie der Oberflache, unter
geeigneten Bedingungen, wesentlich weniger zu verandern. Dies lasst sich auch daran
erkennen, dass der Anteil der Carbonsauren an den funktionellen Gruppen wesentlich

kleiner ist. Durch die Bildung von Carbonsauren werden die Makromolekile gespalten.

0
O:S/\/\/\NHZ

Ether + Pyridin PE (0]
PE
N DCC 9
o / '\ 3h

% RT — H

OH

\
-
W

Abbildung 4: Markierung von Carbonsauren auf PE mittels Dansylcadaverin

Die Carbonsauren wurden mit Dansylcadaverin, unter Bildung eines Amids, umgesetzt.
Dazu wurde die COOH-Gruppe mit Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) in einen aktivierten

Ester Uberflhrt. Es zeigt sich, dass ein quantitativer Umsatz erreicht wird. Es wurde
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ebenfalls die Konzentration von Keto- und Hydroxy-Gruppen, nach Markierung mit
Dansylchlorid bzw. Dansylhydrazin, bestimmt. Eine weitere Mdglichkeit COOH-
Gruppen fluoreszenzspektroskopisch zu detektieren ist die Markierung mit o-
Toluidine.®

Tabelle 3: Bestimmung der Konzentration verschiedener Spezies mittels
Fluoreszenzmarkierung (Ref. [27])

Behandlung CoH Cc=0 CcooH Csumme

[pmol cm'2] [pmol cm'2] [pmol cm'z] [pmol cm'z]

O,-Plasma (5 s) 4.6 66 <1.5 71
O,-Plasma (10 s) 7.9 51 <1.5 59
O,-Plasma (60 s) 11 44 1.7 57
K,Cr,0,/H,SO, 33 40 4100 4200
(5 min; 60°C)

(weitere Plasmaparameter: Leistung: 50 W; Druck = 0.1 mbar)

Die GrofRRenordnung der Werte flr die Konzentration von COOH-Gruppen aus
vorhergehenden Messungen (Ref.[ 14]), an mit Chromsaure behandelten Substraten,
konnten durch Ivanov et. al. bestatigt werden.

Besonders flir biomedizinische Applikationen ist die Bestimmung der
Konzentration von Aminogruppen auf Oberflachen von Interesse. Der Nachweis von
primaren Aminogruppen durch Fluoreszenzmarkierung mit Fluorescamin in einer
APTES-Schicht auf Glasoberflachen wurde von Wilson et. al. beschrieben.' Die
Markierung von primaren Aminen auf Polymeroberflachen mittels Fluorescamin ist in
Ref. [27] dargestellt. Fluorescamin'®, ein Acetal, reagiert mit sekundaren Aminen und
anderen nucleophilen Gruppen, bildet aber nur mit primaren Aminen ein stark
fluoreszierendes Pyrrolinon-Derivat.['%197108.1%1 Flyorescamin hydrolysiert in Wasser zu

nicht fluoreszierenden Verbindungen.!''%
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Abbildung 5: Reaktion von Fluorescamin (Fluram) (1) zur einem Pyrrolidon-Derivat (2)
und einem Diketon (3) — nur Produkt 2 ist fluoreszent (Ref. [109])

Das macht den Farbstoff besonders flr die Markierung von primdren Aminen an
Oberflachen interessant. Die Dichte der primadren Amine beeinflusst das
Fluoreszenzverhalten der Reaktionsprodukte auf der Oberflache ebenfalls. Sanford et.
al. stellt mit steigender Konzentration der Aminogruppen und nach Markierung mit
Fluorescamin eine Verschiebung der Emission (in einem Fluoreszenzmikroskop) von
grin nach gelb fest.® In unabhangigen Untersuchungen wird ebenfalls eine
Rotverschiebung der Emissionsbande mit der Zunahme der Oberflachenkonzentration
und der lokalen Dichte an primaren Aminen festgestellt.*”

Neben einzelnen funktionellen Gruppen kénnen ganze Atomgruppen bzw.
Molekulabschnitte markiert werden. Dabei handelt es sich um keine kovalente
Bindung, sondern um eine physikalische Wechselwirkung. So ist die Erkennung von
Glykanresten auf Oberflachen Uber fluoreszenzmarkierte Lektine mdoglich."""! Die
Interaktion von Biotin und dem Protein (Strept)avdin findet ebenfalls zur Markierung
Verwendung.!'" Das Streptavdin kann vier Biotin-Molekiile Uber
Wasserstoffbriickenbindungen und Van-der-Waals-Wechselwirkungen binden.!""!

Wie anfangs erwdhnt wird mittels Fluoreszenzspektroskopie eine
Flachenkonzentration bestimmt. Ist es mdglich, die Dicke der Schicht zu messen, in
der funktionelle Gruppen markiert wurden, kann mit der folgenden Formel (Gleichung

2) die Flachenkonzentration in eine Volumenkonzentration umgerechnet werden.

Ca

Cy =4 (2)

Zur Umrechung der Flachenkonzentration ca in eine Volumenkonzentration cy wird die

Flachenkonzentration durch die Schichtdicke dividiert. Zur Messung der Schichtdicke
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eines Polymers auf einer Oberflache kann beispielsweise die Ellipsometrie eingesetzt

werden.

2.2.4 Messung der Schichtdicke mittels Ellipsometrie

Die Bestimmung der Dicke einer Schicht aus organischem Material auf einem
organischen Substrat stellt eine Herausforderung dar. Beispielsweise wird fur die
Verwendung von AFM zur Dickenmessung eine scharfe Kante bendtigt, welche sehr
oft bei organischen Schichten nicht vorhanden ist. Eine weitere Moglichkeit sind REM-
Aufnahmen an einer Bruchkante. Diese setzten voraus, dass die zu untersuchende
Schicht glatt durchbricht.

Ein lichtbasiertes Verfahren zur Messung der Schichtdicke ist die Ellipsometrie.
Ausflhrlich wird die spektroskopische Ellipsometrie in Ref. [85] behandelt. Das Prinzip
(Gleichung 3) der Ellipsometrie besteht darin, dass sich die Amplitude der s- und p-
Komponente einer elektromagnetischen Welle beim Durchgang durch eine Schicht auf

einem reflektierenden Substrat verandert.

_ iny=o [ Ew | /[ Es
p =tany exp(iA) = : _[Eip j/[ Eisj (3)

Die Grélken W und A reprasentieren das Verhaltnis der Intensitaten (r./r«) der s und p

Komponente einer elektromagnetischen Welle nach der Reflexion auf einer
Substratoberflache. Fur organische Schichten werden als Substrate haufig
Siliziumwafer oder mit Gold bedampfte Objekttrager''”! verwendet. Delta (A) ist ein
Ausdruck fir die Phasenverschiebung (Gleichung 4) der beiden Komponenten der

elektromagnetischen Welle nach dem Durchgang durch eine Schicht.

tany/=%; A=0,-0,(4)

Die Veranderung der ellipsometrischen Parameter kann in ein Koordinatensystem
Ubertragen werden. Dies flhrt zur Einfihrung von Jones- bzw. Stokes-Vektoren, mit
denen sich verschiedene Polarisationszustdnde beschreiben lassen. Jeder
Polarisationszustand der elektromagnetischen Welle an einem der Bauteile eines
Ellipsometers wird durch eine Matrix dargestellt. Die Einfiihrung von Matrizen (Mller
bzw. Jones) wird bendtigt, um den rechnerischen Aufwand fir die Auswertung und
Durchfiihrung der Messung zu verringern. Aus den Matrizen werden anschlielend
wieder die ellipsometrischen Parameter in Abhangigkeit von der Wellenlange erhalten.

Die ellipsometrischen Parameter W und A sind von der Wellenlange des Lichtes
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abhangig, welche bei der spektroskopischen Ellipsometrie variiert wird. Diese
Abhangigkeit wird anschlieRend mit einem optischen Schichtmodell beschrieben. Das
Modell wird an die Experimentaldaten angenahert, wie es unter anderem in Lit. [116]
beschrieben ist. Somit Iasst sich mit Ellipsometrie die Dicke von organischen Filmen
bestimmen.

Hinrichs et. al. untersuchte ein Zweischichtsystem eines Filmes von
Polyvinylchlorid (PVC) und Poly(n-buthylmethacrylat) (PnBMA) auf einer
Goldoberflache. Es koénnen Aussagen Uber die Dicke jeder Schicht aus einem
Zweischichtmodell abgeleitet werden.!""® Zur Bestimmung der Schichtdicke wird der
Brechungsindex vorgegeben. Die optische Dispersion, die Abhangigkeit des
Brechungsindexes von der Wellenlange, wird lber die Cauchy-Parameterisierung!"”

modelliert.

n=A+=+S (5)

2
Die Verwendung der Cauchy-Parameterisierung setzt die Verwendung eines optisch
transparenten, nicht absorbierenden Filmes voraus. Die Dicke von PEG-Filmen auf
verschiedenen Substratoberflachen wurde mittels Ellipsometrie bestimmt. Fir diese
Schichten wird fir die Cauchy-Faktoren haufig ein Wert von 1,45 fir A und 0,01 fir B
angenommen.“®""8_Wird nur bei einer Wellenlange gemessen, z.B. 632,8 nm, wird
dem Modell ein Brechungsindex von 1,46 vorgegeben.!'”! Bilen et. al. hat den
Brechungsindex von PEG-Schichten auf einem goldbeschichteten Substrat in
Abhangigkeit der Luftfeuchtigkeit untersucht.'®! Dafiir wurden die Schichten mit Luft
unterschiedlicher Feuchtigkeit in Kontakt gebracht und der Brechungsindex bei einer
Wellenlange von 632,8 nm gemessen. Es zeigt sich, dass sich der Brechungsindex bis
zu einer Luftfeuchtigkeit von 16 % nur wenig verandert. In einem Bereich von 16 % bis
79 % relative Luftfeuchtigkeit sinkt der Wert von 1,4549 auf 1,4298 ab. Oberhalb von
80 % relativer Luftfeuchtigkeit kommt es zu einer weiteren Verringerung auf 1,4125. Es
wird darauf geschlossen, dass im Bereich um 80% Luftfeuchtigkeit ein
Phasenlibergang von kristallin zu amorph stattfindet.

In anderen Untersuchungen wurde gezeigt, dass der Brechungsindex von
organischem Material nur wenig die modellierte Schichtdicke einer Probe beeinflusst.
Tillmann et. al. hat mit einer Erhéhung des Brechungsindexes im Modell um einen Wert
von 0,05 eine Abnahme der Schichtdicke von 0,1 nm berechnet.?" Porter et. al. hat
eine Veranderung der Dicke von 0,14 nm festgestellt.'?? Fir organisches Material wird

in der Regel ein Wert fir den Brechungsindex um 1,5 angenommen.
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3.1 Messmethoden und Messparameter

3.1.1 Rodntgen-Photoelektronen-Spektroskopie

Die XPS-Messungen wurden mit einem Spektrometer der Firma Kratos vom Typ AXIS
165 (Kratos Ltd., Manchester, UK) durchgefiihrt. Es wurde im Hybrid-Mode gemessen,
d.h. mit elektrostatischen und magnetischen Linsen. Die Kompensation der Aufladung
der Proben erfolgt durch thermische Elektronen. Mit einem Monochromator wurde die
Ka-Linie, die eine Energie von 1486,6 eV % aufweist, aus dem Rontgenspektrum des
Aluminiumtargets herausgefiltert.

Die Messdaten wurden in VAMAS-Dateien umgewandelt und in das
Auswertungsprogramm CasaXPS Version 2.3.12 Ubertragen. Es wurde eine lineare
Basislinienkorrektur durchgefuhrt. In der Elementaranalyse wurden die Verhaltnisse
der Flachen, unter Bertlicksichtigung der Sensitivitat der unterschiedlichen Elemente,
zur Ermittlung der Konzentration herangezogen. Hierzu wurde die Sensitivitat von Fluor
auf 1 festgelegt. Die Auswertung der hochaufgelésten Messungen erfolgte durch das
Annahern eines Modells bestehend aus Gauf¥funktionen. In speziellen Fallen wurde
die elementare Zusammensetzung aus den Flachen der hochaufgelosten Messungen
ermittelt. Dazu wurde ebenfalls die Sensitivitdt der unterschiedlichen Elemente
bertcksichtigt. Die Darstellung der Spektren erfolgte mit Origin 7.5 G.

Die Messparameter sind in Tabelle 4 dargestellt. Die Beschleunigungsspannung

der Réntgenanode wurde auf 15 kV und die Stromstarke auf 20 mA eingestellt.

Tabelle 4: Einstellungen fir die Aufnahme von XPS Spektren

Messung Messbereich Pass energy  Step wide Dwell time
[eV] [eV] [eV] [ms]

Elementaranalyse 1200 - -10 80 0,25 50

C1s 205 - 278

N 1s 405 - 393

O1s 537 - 525 20 ,025 500

S2p 170 - 160

F1s 690 - 680
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3.1.2 Fluoreszenzspektroskopie

Die Fluoreszenzmessungen erfolgten mit einem Fluoreszenzspektrometer der Firma
SPEX von Typ Flurolog-2. Dazu wurde, nach Markierung der funktionellen Gruppen mit
einem Farbstoff, die entsprechende Wellenlange zur Anregung, der Messbereich, und
die Spaltenbreite eingestellt (Tabelle 5). Fur die Messung von flissigen Proben wurde
die Intensitat der emittierten Strahlung in einem Winkel von 90° bezuglich der
Anregung gemessen (RA = right angle). Von Folien bzw. festen Substraten wurden die
Fluoreszenzspektren in einem Winkel von 22.5° (FF = front face) aufgenommen. Fir
Messungen in Luft wurde ein Folienhalter verwendet. Die Messungen von Folien in
Flissigkeiten wurden in einer Kivette durchgefihrt (Abbildung 6). Die zu
untersuchende Folie wurde dabei gegen eine Metallplatte und eine schwarze Folie

gedrickt. Dabei ist darauf zu achten, dass die Folie dicht anliegt.

Abbildung 6: Fluoreszenzspektroskopie von funktionalisierten Substraten in einer
Flussigkeit — violette Welle = Anregung; grune Welle = Emission

Tabelle 5: Messeinstellungen des Fluoreszenzspektrometers

Farbstoff Anregung Emission Spaltenbreite Spaltenbreite
[nm] [nm] Anregung Emission
[mm] [nm]
Fluorescamin 390 400 - 650 1,0 1,0
Dansylderivate 350 400 - 650 0,5 2,0
Protein-FITC 488 500 - 700 1,0 2,0

Die Einstellungen fur zeitaufgeldste Messungen sind in Tabelle 6 zusammengefasst.

Tabelle 6: Messeinstellungen flr zeitaufgeléste Messungen

Gesamtzeit [s]: 15 Puffer: PBS
Inkrement [ms]: 15 Integrationszeit [ms] 1
Anregung [nm]: 488 Emission [nm]: 588
Slits (Anregung) [mm] 1,0 Slits (Emission) [mm] 4,0
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Die Daten aus den Fluoreszenzmessungen wurden in ASCIl Dateien umgewandelt und

in das Darstellungsprogramm Origin 7.5 importiert.

3.1.3 Ellipsometrie

Die ellipsometrischen Messungen zur Bestimmung der Dicke der Schichten wurden mit
einem spektroskopischen Ellipsometer der Firma Jobin Yvon vom Typ UVISEL
durchgefihrt. Dazu wurde ein mit Gold (~ 120 nm) bedampftes Glassubstrat
verwendet. Es wird beschrieben, dass ab dieser Dicke die Durchlassigkeit fur Licht
sehr gering ist."”* Y Die Wellenlange des eingestrahlten Lichtes wurde zwischen 350 —
790 nm variiert. Es wurde in zwei Konfigurationen der Lichtmodulation gemessen (A:
0°/45° und B: 45°/45°). Die Messwerte aus beiden Konfigurationen wurden zu einem
Datensatz zusammengeflihrt. Die Messungen der Probe an der Atmosphare erfolgten
in einem Winkel von 70° fir den Modulator ®, und Analysator ®,. Einige Experimente,
zur Untersuchung des Verhaltens der Schicht in erhdhter Luftfeuchtigkeit, erfolgten in
einer selbstgebauten Zelle. Fir diese Messungen wurde ®; und ®, auf 60° eingestellt,

so dass der einfallende und austretende Strahl im 90° Winkel auf die Glasscheibe frifft.

Gaszufuhrl TGasabfi]hrung

b &

Abbildung 7: Seitenansicht der Messzelle zur Messung unter veranderten
Umgebungsbedingungen (a = 60°)

Mittels dieser Zelle ist es mdglich, die Quellung von Netzwerken unter definierter
Luftfeuchtigkeit zu untersuchen (Abbildung 7). Dazu wurde ein Stickstoffstrom durch
ein auf 35°C temperiertes Wasserbad geleitet und im Anschluss durch die Zelle
gefuhrt. Die Messung der relativen Luftfeuchtigkeit ergab Werte zwischen 95 % bis 99
%. Zum Gelingen des Experimentes ist es wichtig, dass die Kivette keinen Beschlag
zeigt.

Zur Interpretation der Verlaufe von W und A wurden verschiedene
Schichtmodelle  konstruiert. Der Brechungsindex wurde durch CAUCHY-
Parameterisierung beschrieben. Die Auswertung erfolgte mit der zum Spektrometer
gelieferten Software Version 3.0 fur DOS. Die Darstellung der Spektren erfolgte
wiederum mit Origin 7.5 G.
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Bestimmung der Schichtdicke unter Atmospharenbedingungen

Die Schichtdicke eines Polyethylenfiimes auf einem goldbeschichteten Glassubstrat
(hergestellt in einer Tauchbeschichtung nach Ref. [125) und [126]) wurde mittels eines
Einschichtmodells beschrieben. Fir den Brechungsindex wurde ein Wert von 1,51
angenommen." Fir weitere Untersuchungen wurde jedes Substrat mit einer Nummer
versehen. Jeder weitere Funktionalisierungsschritt wurde mit ellipsometrischen
Messungen begleitet. Nach der Synthese einer zweiten Schicht wurde ein
Zweischichtmodell aufgebaut. In dieses Modell wurden die Daten aus der ersten
Schicht als feste Parameter vorgegeben. Fir die zweite Schicht wurde ein

Brechungsindex von 1,46 (PEG) angenommen.

Bestimmung der Schichtdicke unter verédnderten Umgebungsbedingungen
Das Modell wurde dahin gehend variiert, dass die zweite Schicht als eine Mischung
von Wasser und organischem Material beschrieben wurde. Der flr das Modell

verwendete Brechungsindex fur Wasser wurde auf 1,33 festgesetzt.

3.1.4 Rasterelektronenmikroskopie
Fur rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen wurde ein Elektronenmikroskop der
Firma Joel mit der Bezeichnung JSM 6330 F verwendet. Die nicht leitenden Proben

wurden mit einem 5 nm diinnen Platinfilm bedampft.

3.1.5 Rodntgen-Nahkanten-Absorptions-Spektroskopie

Es wurde Rontgen-Nahkanten-Absorptions-Spektroskopie (NEXAFS) am Synchrotron
BESSY Il (Berlin) durchgefihrt. Dabei wurden Spektren an der K-Kante der Elemente
Kohlenstoff und Stickstoff im totalen Energieelektronen-Mode aufgenommen.'#! Die
Energieauflosung E/AE des Gitters 1 an der m*-Resonanz von CO (287,4 eV) wurde
mit 2500 bestimmt. Als Schlitzbreite wurde 150 pm eingestellt. Die gemessenen
Spektren wurden mit der Transmissionsfunktion korregiert, welche von einem frisch
gesputterten Au-Substrat aufgenommen wurde. Winkelunabhangige Messungen
wurden im 55°-Winkel zwischen der Substratoberflache und dem Richtungsvektor des
eingestrahlten linear polarisierten Lichtes durchgeflihrt. Die Kalibrierung der
Energieachse wurde auf Basis der C1s — m*-Resonanz bei 285,4 eV auf einer
Graphitoberflache erreicht (Highly Ordered Pyrolytic Graphite (HOPG); Advanced
Ceramic Corp., Clevelend, USA).I'® Die winkelabhangigen Messungen wurden bei 90°,

55° und 30° prozessiert.
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3.2 Aufbauten

3.2.1 Reaktor zur Plasmafunktionalisierung

Der nicht kommerzielle Reaktor (Fraunhofer IAP) zur Plasmafunktionalisierung
(Abbildung 8) besteht aus einem Glasrohr (1; d = 150 mm, | = 500 mm). Dieses Rohr
wird von 20 mm breiten Ringelektroden (2) umgeben, welche mit einem
Hochfrequenzgenerator (3; 13,56 MHz; Advanced Energy) Uber ein Netzwerk zur
Impedanzanpassung verbunden sind. Der untere Flansch des Glasrohres ist mit einem
Druckmesser ((4); Baratron 622; 10 mbar; MKS) und einer Gaszufuhrung (5)
ausgestattet. Der Druck und der Gasfluss wird Uber einen Massenflusskontroller
gesteuert (5b; 1259; MKS). Die Proben werden auf einer Aluminiumscheibe (6)
befestigt, welche sich 3 cm Uber der oberen geerdeten Elektrode befindet. Der obere
Flansch ist mit einer Drehschieberpumpe (8; Alcatel 2020) tber einen 0,5 m langen
Wellschlauch (7; Metall) verbunden.

Abbildung 8: Schema des verwendeten Reaktors zur Plasmafunktionalisierung: 1 =
Glasrohr, 2 = Ringelekroden, 3 = RF-Generator, 4 = Druckmesser, 5 = Gaszufuhr, 6 =
Probenhalter, 7 = Wellschlauch, 8 = Drehschieberpumpe, 9 = Probe

3.2.2 Apparaturen zur Tauchbeschichtung
A Temperierbare Tauchbeschichtung

Die nicht kommerzielle Beschichtungsapparatur (Ref. [126]) besteht aus einem
Zylinder, welcher aus einer mit einer Glaswand abgetrennten zweiten Kammer besteht,

durch die ein Silikondl gepumpt wird. Das Silikonél wird durch einen Thermostaten auf
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die gewulnschte Temperatur erhitzt. Das Innere des Zylinders ist in zwei Teile
aufgeteilt. Im unteren Teil befindet sich die Beschichtungslésung (ca. 200 ml), im
oberen Teil wird die Probe in senkrechter Position gelagert. Die Beschichtungslésung
wird vom unteren Teil der Apparatur in den oberen gedriickt. Zum Absenken des
Flissigkeitsspiegels wird das Ventil zu einer Vakuumpumpe geéffnet. Dadurch wird ein
langsames und gleichmaRiges Absinken des Flissigkeitsspiegels erreicht. Als

Ergebnis bleibt ein diinner Polymerfilm auf der Oberflache zurtick.
B Tauchbeschichtung in kleinen Flussigkeitsvolumen

Zur Tauchbeschichtung in kleinen Flissigkeitsvolumen wurde eine Apparatur,
bestehend aus einer Spannungsversorgung (Statron 3211), einem Stativ und einem
Elektromotor zusammengestellt. Die Probe wird an einer Klammer gefestigt, welche
sich an einem Faden befindet. Zur Beschichtung werden die Proben in die Lésung
getaucht und im Anschluss gleichmaRig mittels des Elektromotors aus der Lésung
gezogen und in vertikaler Position getrocknet. Die Beschichtungslésung wird in einem

Vorratsgefal’ (z.B. 20 ml Becherglas) bereit gestellt.
C Graduelle Erhohung eines Flussigkeitsspiegels

Um eine kontinuierliche Erhdhung eines Flissigkeitsspiegel zu erreichen, der sich Gber
eine Substratoberflache bewegt, wurde die folgende Apparatur aufgebaut: Ein Substrat
wird mit Hilfe einer Befestigung in einem definierten Gefald senkrecht positioniert.
Dieses Gefall wird Uber einen Schlauch mit einer Spritzenpumpe (Kd-Scientific)
verbunden. Wahrend des Einleitens einer Reaktionslésung steigt der
Flissigkeitsspiegel langsam und gleichmaRig an. Somit nimmt die Verweilzeit vom

unteren Teil der Probe zum oberen hin ab.

3.2.3 Apparatur zum Aufdampfen organischer Subtanzen

Zur Funktionalisierung von festen Substraten wurde eine Apparatur entwickelt
(Abbildung 9), welche an die Anlagen fur die organische Gasphasenabscheidung
(OVPD) angelehnt ist.[129.130.131,132.133]

Diese Apparatur besteht aus einem Edelstahlgefald (1), das auf einer Heizplatte
positioniert ist und dient als Reservoir fir die zu verdampfende Substanz. An dem
Edelstahlgefall befindet sich ein Anschluss zum Einleiten eines Tragergases (2), z.B.
Argon. Der Gasfluss wird Uber einen Massenflussregler (3, MKS PR-3000) gesteuert.
Weiterhin ist das Edelstahlgefal’ tber ein Rohrsystem mit einer Kammer (4) verbunden

und kann von dieser Uber ein Ventil (5) abgetrennt werden. Ein zusatzlich installierter
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Bypass (6) dient dazu eine unerwunschte Druckerhdhung zu verhindern. Die Probe
selbst wird vor Beginn des Versuches in die Kammer gelegt. Die Kammer ist Uber
einen Wellschlauch (7, aus Metall), mit einer Drehschieberpumpe (Alcatel 2110)
verbunden. Der Druck in der Kammer wird Uber einen Druckmesser (8, Panasonic
Sunx DP2-40E) kontrolliert. Das Rohrsystem wird Uber eine Heizschlange temperiert,

um eine Kondensation des organischen Gases am Rohrsystem zu verhindern.

lTré gergas

Abbildung 9: Apparatur zum gasférmigen Auftragen organischer Substanzen (mit
kleinem Dampfdruck) auf ein festes Substrat (1 = Topf, 2 = Tragergaszufuhr; 3 =
Massenflusskontroller, 4 = Kammer, 5 = Ventil zur Probenkammer, 6 = Ventil zum
Druckausgleichssystem), 7 = Wellschlauch zur Pumpe1 8 = Druckmesser)

Die Pumpe wird mittels Kihlfalle vor aggressiven Dampfen geschitzt.

3.2.4 Apparatur zur Gasphasenderivatisierung
Zur Derivatisierung von funktionalisierten Substraten fur die Analyse mit XPS wurde
eine Apparatur verwendet, welche aus einem Edelstahlgefaly (1), aus einem Kolben (2)
mit einer Verbindung zum Edelstahlgefall, einer Zuleitung von Argon (3) und einer
Verbindung zu einer Drehschieberpumpe (4, Alcatel 2110) besteht (Abbildung 10). Alle
Verbindungen zum Edelstahlgefal lassen sich Uber Ventile (6) abtrennen. Der Druck
wird Uber einen Druckmesser (5, Panasonic Nais Sunx DP2-40E) gemessen.

Das Edelstahlgefall dient zur Aufnahme der Probe. Der Kolben wird als
Reservoir fir die Derivatisierungsreagenz verwendet. Die Gasversorgung dient zur

Bellftung der Apparatur.
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Durch zwei Ventile kann die Verbindung zur Pumpe gesteuert werden. Zwischen

der Apparatur und der Pumpe wurde eine Kihlfalle installiert.

Abbildung 10: Apparatur zur Gasphasenderivatisierung von funktionalisierten
Substraten

3.2.5 Aufbau fur Diffusionsuntersuchungen in einer Durchflusszelle
Fur Diffusionsuntersuchungen in Gelschichten und an festen Substraten wurde eine
neue Zelle entwickelt (Abbildung 11).

Dazu wird eine PMMA-Platte mit zwei Bohrungen versehen. Durch die beiden
Bohrungen werden zwei Schlduche geschoben und die Kontaktflachen abgedichtet.
Zwischen die Probe und die PMMA-PIlatte wird eine PVC-Folie mit einer Dicke von 150
pum gelegt. Diese Folie hat im Zentrum einen Ausschnitt. Auf die PMMA-Platte wird die
PVC-Folie so aufgelegt, dass sich ein Kanal bildet. Durch vier weitere Bohrungen an
der PMMA-Platte und einem geschwarzten Blech, mit einer Aussparung, wird die
Durchflusszelle an einem kommerziellen Probenhalter befestigt und in das
Fluoreszenzspektrometer eingesetzt. Durch die vier Schrauben wird der Aufbau fest
zusammen gepresst. Durch das Benetzen der Folie mit einem Olfilm lasst sich eine
verbesserte Abdichtung der Zelle erreichen.” Die Schlauche werden zu einer Pumpe

und zu einem Vorratsgefal® gefihrt.

* Durch den dinnen Olfilm wird verhindert, dass der Puffers zwischen die Abstandsfolie und die PMMA bzw. COC-Platte
flieRt.
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Folie mit
transparentes  Kanal
Metallplatte Substrat (z.B.
(schwarz) COC-Platte)

Anregung durch
Fluoreszenzspektrometer

®) ®)
o
o
®) ®)
PMMA-Platte

(+ schwarze Folie)

Puffer

\ Membranpumpe

Abbildung 11: Durchflusszelle zur Untersuchung der Diffusion an festen Substraten
bzw. in dinnen Schichten (GréRRe: PMMA-Platte: 5 x 5 cm, Dicke = 2 mm)
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3.3 Experimentelle Prozeduren

3.3.1 Verwendete Chemikalien

Stoff Reinheit Hersteller
Aceton SeccoSolv, getrocknet Merck
Aceton puriss., verschiedene Fluka
Wassergehalte
Alanin ultra, > 99% Fluka
0,0'-Bis(2-aminopropyl)-propylenglykol technisch Fluka
Benzen-1,3,5-tricarbonsaurechlorid zur Synthese Merck
Biotin-Protein A fur die Biochemie Fluka
Cyclic Olefin Copolymer (COC) thinXXS
Dansylcadaverin fur die Fluoreszenz Fluka
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) puriss., ~ 99% Fluka
Diethylether puriss., extra trocken Fluka
1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)- puriss., > 99% Fluka
carboddiimid hydrochlorid (EDC)
Ethanol absolut reinst Baker
Biotinyl-3,6-dioxaoctandiamin fur die Biochemie Thermo Scientific
Fluorescamin far die Fluoreszenz Fluka
Glycerol Glycidylether technisch Raschig Polymere
HCI Fluka
IgG-FITC Biochemie Fluka
2-(N-morpholino)ethansulfonsaure technisch, > 90% Fluka
NaOH Fluka
N-Hydroxysuccinimid purum, 97% Fluka
PBS-Puffer Tabletten Fluka
0,0'-Bis(2-aminoethyl)ethylenglycol zur Synthese Rapp Polymere
PE-LD Lupolen 2024 H BASF
Propan-1,2,3-tricarbonsaure zur Synthese Merck
Pyridin puriss Fluka
Streptavidin-FITC fur die Biochemie AbD Serotec
THF puriss., extra trocken Fluka
Thionylchlorid puriss., 99% Fluka
Trifluoressigsaure-anydrid puriss., > 99% Fluka
Zitronensaure puriss., > 99,5% Fluka

3.3.2 Beschichtung von Objekttragern mit einem PE-Film

Fir ellipsometrische Messungen wurden goldbeschichtete Objekttrager mit einem PE-

Film versehen. Dazu wurden 200 ml einer 2%igen Lésung von PE in Toluol hergestellt

(4 g PE mit Toluol auf 200 g aufgefillt).*! Diese Lésung wurde auf 80°C erhitzt, um

das Polymer vollstandig aufzuldésen. Die heiRe Losung wurde in die Apparatur zur
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Tauchbeschichtung (nach 3.2.2 A) gegeben. Im Anschluss wurde auf 80°C temperiert.
Das Substrat wurde senkrecht in den oberen Teil der Apparatur platziert. Danach
wurde die Loésung mit einem Peleusballes in die obere Kammer gedrickt. Nun wurde 2
Minuten gewartet, damit sich ein thermisches Gleichgewicht einstellt. Danach wurde
der Flissigkeitsspiegel, durch das Offnen des Ventils zur Vakuumversorgung,
abgesenkt (~ 2,5 cm min™"). Nach Entnahme der Proben und einer Trocknung von
mind. 30 min wurde mit reinem Ethanol abgespilt. Nach dem Abdampfen des
Lésungsmittels erfolgte die Messung der Schichtdicke. Fir die NEXAFS-Messungen

wurde das Verfahren auf einem Stlick einer Siliziumscheibe analog durchgefiihrt.

3.3.3 Aktivierung im Sauerstoffplasma

Die Substrate wurden vor der Aktivierung 5 min in Ethanol in einem Ultraschallbad
gereinigt. Nach dem Abdampfen des Lésemittels wurden die Proben am oberen Teller
des Plasmareaktors befestigt (siehe 3.2.1). AnschlieRend wurde 15 min evakuiert, ein
bestimmter Sauerstoffstrom eingestellt und 15 min gespilt. Die Plasmaaktivierung
erfolgte nach den Parametern aus Tabelle 7. Schliel3lich wurde die Anlage beliftet

und die Substrate zlgig (< 5 min) weiteren Funktionalisierungsstufen zugefihrt.

Tabelle 7: Parameter fir die Aktivierung der Polymersubstrate

Substrat Gasfluss [sccm] Leistung [W] Zeit [s]
PE 10 10 10
COC 10 20 4

3.3.4 Anbindung von O,0’-Bis(2-aminopropyl)polypropylenglykol 230

In 20 ml Ether wurden 2 ml (8,3 mmol) O’O-Bis(2-aminopropyl)-polypropylenglykol 230
(APPG 230) gegeben und unter Schitteln vermischt. Im Anschluss wurde eine
plasmaaktivierte PE-Folie 1,5 h in der Losung geschuttelt. Zur Reinigung wurde sofort
nach der Entnahme mit Ethanol und Wasser abgespult und 3 x 20 min in Wasser
geschdttelt.®” Zur Anbindung an ein COC Substrat wurde anstelle von Ether Aceton

verwendet.

3.3.5 Synthese eines PEG-Glycidyl-Glycerolether-Netzwerkes

In einem optimierten Verfahren wurde zuerst eine Lésung (10 mmol I") eines
0,0’-Bis-(2-aminoethyl)oligoethylenglykols (PEG-Diamines; z.B. 0,3 g PEG-3000-
Diamin in 10 ml EtOH oder THF) und eine Lésung (10 mmol I) des trifunktionellen
Glycidyl-Glycerolethers (GE; z.B. 2,6 mg in 10 ml EtOH oder THF) hergestellt. Im
Anschluss wurden beide Lésungen zlgig und unter RUhren mit einem Magnetrihrer in
einem Becherglas vermischt. Sofort wurde das Substrat mit der in Abschnitt 3.2.2 B

beschriebenen Apparatur in die Loésung getaucht und nach einer Zeit von 1 min mit
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einer Geschwindigkeit von 1,4 cm s’ herausgezogen. Im Anschluss wurde das
Substrat bei Raumtemperatur oder im Trockenschrank, bei erhdhter Temperatur (z.B.:
50°C), zur Reaktion gebracht. Die Probe wurde im Anschluss dreimal je 20 min in

Wasser (groRer Uberschuss) geschiittelt, um nicht gebundene Molekiile zu entfernen.

3.3.6 Einfuhren weiterer Gruppen in das Epoxid-Netzwerk

Um weitere funktionelle Gruppen in das Netzwerk einzufihren wurde eine zusatzliche
Substanz in die Netzwerkbildung einbezogen. Am Beispiel des Biotin-Derivates
Biotinyl-3,6-dioxaoctanediamin (EZ-link™-Amin-PEG,-Biotin (Biotin-Amin); M = 374,5 g
mol™")) mit einer Aminogruppe wurden dazu 0,8 mg (2 pmol) der Subtanz in 10 ml einer
PEG-Diamin-Lésung (10 mmol I'') gelést (um eine Beschleunigung des Ldsevorganges
zu erreichen kann kurzzeitig erwarmt werden). Zu dieser Losung wurde im Anschluss
das selbe Volumen einer GE-Lésung (10 mmol I'') gegeben und gut durchmischt. Im
Anschluss wurde das Substrat in die Loésung getaucht und im Weiteren wie in Punkt
3.3.5 verfahren.

3.3.7 Synthese eines PEG-Saurechlorid-Netzwerkes

In einem optimierten Verfahren wurde eine Lésung mit einer Konzentration von 10
mmol I' des PEG-Diamines (z.B. 0,2 g PEG-2000-Diamin in 10 ml EtOH) hergestellt.
In diese Lésung wurde ein mit Aminogruppen funktionalisiertes Substrat (z.B. eine
COC-Platte oder eine PE-Folie) getaucht und mit einer Geschwindigkeit von 1,4 cm s™
herausgezogen. Nach dem Abdampfen des Lo&semittels wird die Folie auf einem
Glastrager fixiert oder die COC-Platte in die Kammer der Apparatur aus Punkt 3.2.4
gelegt.

Als erstes wurde die Apparatur fir die Reaktion nach folgender Prozedur
vorbereitet. Dazu wurde das Edelstahlgefa® mit 150 mg Benzen-1,3,5-
tricarbonsaurechlorid (BTC) bestlickt. Im Anschluss wurde die gesamte Anlage
evakuiert. Dabei waren alle Ventile geoffnet. Die Rohre wurden mit einem Heizband
auf 120°C erhitzt. Die Heizplatte, welche zur Erwarmung des Edelstahlgefalles
verwendet wird, wird so eingestellt, dass das Edelstahlgefall eine konstante
Temperatur von 55°C erreicht. Durch vorhergehendes Erhitzen der Anlage unter
Vakuum dber einen Zeitraum von 1 h kdnnen eventuelle leichtfliichtige
Verunreinigungen aus dem Edukt entfernt werden. Nach dem Bellften mit einem Gas
(z.B. Argon), wurde das Substrat in die Apparatur gelegt. Das Ventil zwischen der
Substratkammer und dem Edelstahlgefal® wurde geschlossen und die Kammer 2 min

evakuiert.
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Danach wurde das Ventil zwischen der Kammer und dem Edelstahlgefal® mit
dem Saurechlorid gedffnet. Das Ventil zwischen dem Topf und dem Druckausgleich
wurde wahrenddessen geschlossen und Argon mit einem Fluss von 40 sccm in die
Anlage eingeleitet. Nach 30 s wurde der Gasfluss abgestellt und das Ventil zur
Kammer geschlossen. Zum Abpumpen des Restgases wurde 2 min gewartet und im
Anschluss die Apparatur mit Argon bellftet. Sofort nach dem Beliften wurde das
Substrat enthommen und 30 s in Aceton geschdittelt. Zum Entfernen von Anhaftungen
wurde zweimal griindlich mit Aceton gespult und zum Abschluss dreimal je 20 min in
Wasser geschiittelt.

Die Reaktion wurde ebenfalls mit Propan-1,2,3-tricarbonsaure durchgeflihrt.
Dazu wurde die Carbonsaure durch Erhitzen (bis zum Siedepunkt) in Thionylchlorid in
Propan-1,2,3-tricarbonsaurechlorid Gberfihrt.** Das Aufdampfen des Saurechlorides
auf das Substrat wurde Uber einen Zeitraum von 10 min durchgeflihrt. Die Temperatur
des EdelstahlgefaRes wurde auf 70°C erhoht. Im Anschluss wurde analog der
Vorschrift fir die Reaktion mit BTC verfahren.

3.3.8 Einfuihren weiterer Gruppen in ein PEG-Saurechlorid-Netzwerk
Analog zum PEG-Glycidyl-Glycerolether-Netzwerk wurden andere Gruppen eingefiihrt
bzw. die Konzentration von vorhanden erhéht. Zum Einfihren von Biotin-Resten
wurden 0,8 mg Biotinyl-3,6-dioxaoctanediamin in 20 ml der PEG-LAsung in Ethanol (2
umol I'") geldst. Im Anschluss wurde analog zu Punkt 3.3.7 verfahren.

Durch Alanin wurden weitere Carbonsauregruppen eingefthrt. Dazu wurde eine
Verdiinnungsreihe von Alanin in Wasser hergestellt (Stammlésung: 2 mmol ). Im
Anschluss wurde diese Losung mit PEG-2000-Diamin in Ethanol versetzt, so dass sich
eine PEG Konzentration von 10 mmol I ergibt. Als Lésemittel wurde ein Wasser-
Ethanol-Gemisch im Verhaltnis 1:1 verwendet. Die Konzentration von Alanin in der
|—1

Lésung wurde von 0,05 bis 0,3 mmol variiert. Vor dem Aufdampfen des

Saurechlorides wurde die Folie getrocknet.

3.3.9 Chemischer Gradient an COOH-Gruppen

Aufbauend auf die Apparatur aus Punkt 3.2.2 C wurde ein mit einem PEG-Diamin-
Saurechlorid-Netzwerk funktionalisiertes Substrat, senkrecht in einen
Objekttragerbehalter (8 x 2,5 x 1,5 cm, 30 ml) gehadngt und mittels EDC/NHS-
Methode!"**! aktiviert. In einem optimierten Verfahren wurde eine Spritze (9 x 2 cm) mit
einer Lésung von 0,2 g (1 mmol) WSC, 0,12 g (1 mmol) NHS, 100 pl 2-
Methoxyethylamin (1,2 mmol) in 30 ml 0,1 M MES-Puffer befillt. Die Spritze wurde in

eine Spritzenpumpe eingelegt. Im Anschluss wurde die Lésung mit einer Flussrate von
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49,5 ml h™" innerhalb von 30 min in den Objekttragerbehalter gedriickt. Dabei steigt der
Flissigkeitsspiegel der Reaktionslésung an, wodurch es zur Benetzung des
Objekttragers kommt. Nach dem Ende der Reaktion wurde das Substrat sofort mit
Wasser abgespiilt und dreimal je 20 min in Wasser geschuttelt. Im Anschluss wurde

die Konzentration an funktionellen Gruppen mittels Fluoreszenzmarkierung bestimmt.

3.3.10 Stabilitat in Abhangigkeit des pH-Wertes

Die Stabilitat der Beschichtung wurde durch Schitteln in  Losungen mit
unterschiedlichen pH-Werten untersucht. Dazu wurden verschiedene Citrat- und
Phosphatpufferldésungen in einem pH-Bereich von 3 — 10 hergestellt und die mit einem
Netzwerk versehenen Substrate 5 min bis 1 h geschiittelt. Sofort nach dem Ende der
Zeitspanne wurde mit deionisierten Wasser gewaschen und mit XPS die

Sauerstoffkonzentration bestimmt.

3.3.11 Fluoreszenzmarkierung von funktionellen Gruppen
Zur Markierung von COOH- und NH,-Gruppen wurde auf der Vorschrift von Ivanov et.
al. aufgebaut.?” Alle Schritte wurden von XPS-Messungen begleitet, um die Stabilitat

der Gelschicht zu testen.
Dansylcadaverin zur Markierung von COOH-Gruppen

Das funktionalisierte Substrat wurde in einer Lésung aus 10 mg (29,8 pmol)
Dansylcadaverin und 10 mg (48,5 pmol) Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) in einem
Gemisch von 6 ml Ether und 4 ml Pyridin 2,5 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Um
den Einfall von Licht zu verhindern wurde der Erlenmeyerkolben mit einer
Aluminiumfolie abgedunkelt. Nach dem Ende der Reaktion wurden die Substrate
zweimal mit Aceton gewaschen und im Anschluss zweimal 2 h in Aceton und 10 h in
EtOH geschittelt. Nach einstindigem  Trocknen an Luft wurde die
Fluoreszenzintensitat der Folien bestimmt (nach 3.1.2).

Zur Kalibrierung?”? wurden verschieden konzentrierte Lésungen (0 — 1 mg ml™)
von Dansylcadavarin in Aceton hergestellt. Die gereinigten PE-Folien (1 x 2 cm)
wurden in die Lésungen, Uber einen Zeitraum von 16 h, eingelegt. Im Anschluss
wurden die Folien enthommen und eine Stunde an Luft getrocknet. Danach erfolgte die
Bestimmung der Fluoreszenzintensitat (Spalteeinstellungen: 2 x 0,5 (Anregung); 2 x
2,0 (Emission)). Im Anschluss wurden die Folien 6 h in je 10 ml Ethanol geschittelt.
Danach wurde die Fluoreszenzintensitat der Lésung und der Folien gemessen. Die

Differenz zwischen den Messungen der Fluoreszenzintensitat der Folien wurde mit den

43



3 Gerate, Apparaturen und experimentelle Durchfihrung

Messungen der Fluoreszenzintensitat der Losungen korreliert. Aus der Kalibrierung der
Fluoreszenzintensitat in Lésung (0 — 10 umol ') kann auf die korrespondierende
Fluoreszenzintensitat (Differenz) und damit auf die Flachenkonzentration von
Dansylcadaverin geschlossen werden. Dazu wird die bestimmte Stoffmenge an
Farbstoffmolekllen (das Volumen der Waschlésung ist bekannt) durch die Flache der

Folien dividiert.
Fluorescamin (Fluram) zur Markierung von primaren Aminen

Die Substrate wurden 5 min in einer Lésung von 5 mg (18 umol I'') Fluorescamin in 20
ml trockenem Aceton geschiittelt. Im Anschluss wurden die Folien zweimal in Wasser
und einmal in Ethanol gewaschen. Die Messung erfolgte in einem Natriumboaratpuffer
(0,2mol I'", pH =9).

3.3.12 Derivatisierung mit TFAA fir XPS-Messungen

Die funktionalisierten  Substrate wurden in  einer Apparatur fir die
Gasphasenderivatisierung (siehe Punkt 3.2.4) mit TFAA nach folgender Vorschrift
umgesetzt. Die Apparatur wurde mit dem Substrat bestickt und 5 min evakuiert.
Danach wurde sofort bellftet, so dass das Rohr zum leeren Reagenziengefall mit
Argon befillt ist. Im Anschluss wurde das Ventil geschlossen und 30 min evakuiert.
Danach wurde der Reagenzienkolben durch einen mit 1 ml TFAA geflllten ersetzt. Im
Anschluss wurde das Ventil zur Pumpe geschlossen und sofort danach das Ventil zum
TFAA-Kolben gedffnet, so dass das TFAA in das Edelstahlgefall hinein verdampft. Die
Probe wurde 30 min in der TFAA-Atmosphéare belassen. Nach dieser Zeit wurde
wiederum 30 min abgepumpt und im Anschluss mit Argon bellftet. Kurz danach

wurden die XPS-Messungen durchgefuhrt.

3.3.13 Interaktionsstudien zwischen der Gelschicht und Modellproteinen

Die Markierung von Biotin-Einheiten wurde mit FITC-markierten
(Fluoresceinisothiocyanat) Streptavidin durchgefiihrt. Dazu wurde die Streptavdin-
FITC-L6sung (1 mg ml") in PBS-Puffer auf eine Konzentration von 0,1 mg ml”
verdinnt. Im Anschluss wurde ein mit Biotin funktionalisiertes Substrat 30 min in die
Protein-Losung gelegt. Zum Entfernen von nicht gebundenen Streptavidin-FITC wurde
dreimal in PBS-Puffer abgespult. Nach der Reinigung wurde das Substrat in eine
Klavette mit PBS-Puffer transferiert und die Fluoreszenzintensitat bestimmt. Als
Referenz wurde eine Gelschicht ohne Biotin nach analogem Vorgehen behandelt und

die Fluoreszenzintensitat gemessen.
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In einer weiteren Stufe wurde ein Protein A mit Biotin-Gruppen an Streptavidin in
einer mit Biotin-Gruppen funktionalisierten Gelschicht immobilisiert und von einem mit
FITC markierten IgG erkannt. Dazu wurde ein Substrat mit einer biotin-
funktionalisierten Hydrogelschicht in eine Streptavdin-Lésung (0,1 mg ml™") in PBS-
Puffer 30 min eingelegt. Nach einem dreistufigen Waschprozess in PBS-Puffer wurde
das funktionalisierte Substrat in eine Lésung (1 ug ml™ ) von Biotin-Protein A 30 min
eingelegt. Im Anschluss wurde das funktionalisierte Substrat dreimal mit PBS-Puffer
gewaschen, 30 min in eine Lésung (1 mg ml™") von IgG-FITC gelegt und analog mit
PBS-Puffer gewaschen. Als Referenz wurde die Prozedur mit einer Gelschicht ohne
Biotin-Protein A durchgefiihrt. Die Aufnahme der Fluoreszenzspektren erfolgte in PBS-
Puffer (0,2 mol I, pH 7,2).

Zur Kalibrierung wurden Lésungen mit einer Konzentration fur Streptavidin-FITC
von 0 bis 11 ug ml”" in PBS-Puffer hergestellt. In gleicher Weise erfolgte dies in einem
Konzentrationsbereich von 0 bis 20 pug ml" fiir IgG-FITC. Danach wurde die
Fluoreszenzintensitat der Losungen bestimmt und graphisch aufgetragen. Zur
eigentlichen Messung der Konzentration der Proteine in der Hydrogelschicht wurde die
Folie in die Klvette platziert und die Fluoreszenzintensitat in PBS-Puffer gemessen.
Aus der Kalibrierung lasst sich die Konzentration der Kkorrespondierenden
Fluoreszenzintensitat bestimmen. Dazu wird das tatsachlich durchstrahlte Volumen
abgeschatzt.” Daraus wurde die Teilchenanzahl berechnet. Um diese auf die bestrahlte

Flache zu beziehen, wird durch die Flache des Messfleckes dividiert.

3.3.14 Experimente mit einer Durchflusszelle
Fir Interaktionsstudien zwischen Molekilen wurde eine Streptavidin-Losung (0,1 mg
ml™”") in eine Durchflusszelle gegeben und mit PBS-Puffer ausgewaschen. Dazu wurde
das funktionalisierte Substrat in eine Durchflusszelle (Absatz 3.2.5) integriert. Zuerst
wurde die PVC-Folie mit einem Ausschnitt auf eine Grundplatte mit der Zu- und
Abfihrung fir den Puffer aufgelegt. Auf diese PVC-Folie wurde das Substrat gepresst,
so dass sich ein Flusskanal ausbildet. Dieser Aufbau wurde mit dem Probenhalter fur
feste Proben des Fluoreszenzspektrometers verbunden. Durch eine Klemmvorrichtung
und mit Schrauben konnte eine ausreichend feste Verbindung erreicht werden.

Die Kivette wird von unten, d.h. UGber den Anschluss zur Pumpe, mit einer

Proteinldsung (Streptavidin-FITC 0,1 mg ml™) befiillt. Dabei wurde darauf geachtet,
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dass die Lésung nicht in den Schlauch fir die Pufferzufuhr 1auft. Im Anschluss wurde
die Kivette in das Spektrometer eingebaut und mit einem Becherglas mit PBS-Puffer
und der Pumpe verbunden. Es wurde ein Fluoreszenzspektrum aufgenommen (FITC,
Anregung: 488 nm), um die Wellenlange der maximalen Emission zu messen. Diese
Wellenlange wurde in die Parametereinstellung fir zeitaufgeléste Messungen
vorgegeben (siehe 3.1.2). Nach dem Verbinden aller Systembestandteile wurde zuerst
die zeitaufgeloste Messung und dann die Pumpe gestartet. Nach dem Ende des
Versuches wurden die Intensitats-Zeit-Verlaufe in Origin importiert und auf den
gleichen Ausgangspunkt verschoben. Die Untersuchungen wurden von XPS-

Messungen begleitet, um die Stabilitat der Gelschicht zu Uberprifen.

* Dazu wird der Weg des Strahls der Emission (iber eine geometrische Konstruktion gewonnen.
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4.1 Strategie fur die Synthese der Netzwerke

Aus der Literatur (Abschnitt 2) lasst sich entnehmen, dass sich die meisten
Funktionalisierungen entweder auf die Flache beziehen, zu einer hohen Konzentration
der funktionellen Gruppen oder zu stark vernetzen Polymerschichten flhren. Sehr oft
werden radikalische Polymerisationen verwendet, wodurch sich chemisch nicht von
einander zu unterscheidende Bindungen ausbilden.

Wird ein Netzwerk aus bifunktionellen Oligomeren und mindestens
trifunktionellen Molekilen auf einer Oberflache auf Basis von Additions- bzw.
Kondensationsreaktionen aufgebaut, bilden sich neue Bindungstypen aus, welche mit
Methoden der chemischen Analyse nachgewiesen werden koénnen. Funktionelle
Gruppen, welche keine Bindung aufgebaut haben bleiben erhalten und kénnen
Verwendung finden, um Uber eine Endgruppenanalyse weitere Informationen Uber die
Struktur des Netzwerkes abzuleiten. Weist mindestens ein der verwendeten Oligomere
eine ausreichende Lange (> 10 nm) auf kénnen flr die Immobilisierung von Proteinen
geeignete Netzwerke hergestellt werden.

In einem ersten Schritt wird das verwendete Substrat, eine PE-Folie oder eine
COC-Platte, mit reaktiven Gruppen versehen. Dies geschieht durch die Oxidation der
Oberflache in einem Sauerstoffplasma und die anschlieRende Anbindung eines auf
Propylenglykol basierenden Diamins (APPG-230). Jeder Funktionalisierungsschritt wird
mit XPS verfolgt.

Nach der Plasmaaktivierung lasst sich im C1s-Spektrum (Abbildung 12) ein
Intensitatsanstieg zwischen einer Bindungsenergie (BE) von 286,0 eV bis 290,5 eV
erkennen. Dieser Bereich kann durch sauerstoffhaltige Kohlenstoffkomponenten (BE >
285 eV: C-0, C=0, COOR, COOH) beschrieben werden (rote Kurve).
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normalisierte Intensitat
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Abbildung 12: C1s-Spektren der Kopplung von APPG-230 an eine plasmaaktivierte PE
Oberflache — grau: PE; rot: PE nach Oxidation in einem O,-Plasma; griin: PE nach
Oxidation und Anbindung von APPG-230; oben rechts: VergroRerung des Ausschnittes
von 291,0 — 287,0 eV mit einer COOH-Komponente (rot: 289,3 eV) und einer CONH-
Komponente (grin: 288,4 eV)

Im Bereich einer BE von 289,0 eV bis 290,0 eV ist das Spektrum nach der
Plasmaoxidation mit einer Komponente bei 289,3 eV zu beschreiben, die auf COOH-
Gruppen hindeutet (rote Gaul¥funktion). Nach der Anbindung von APPG-230 ist diese
Komponente wesentlich kleiner. Dafir ist eine neue Komponente bei 288,4 eV im
Spektrum zu finden, welche ein Amid reprasentiert (griine Gauflfunktion). Daraus lasst
sich ableiten, dass das APPG-230 unter den gewahlten Reaktionsbedingungen, als
Amid gebunden wird. Der aus der Veranderung des Anteils der COOH-Komponente
berechnete Umsatz liegt bei tGber 82 %. Der hohe Umsatz, auch ohne chemische
Aktivierung der COOH-Gruppen, lésst sich damit erklaren, dass der Uberschuss an
Edukten aus der Lésung sehr groB ist (ca. ein Faktor von 10° ). Im Gegensatz dazu
werden die Reaktionsprodukte (das Amid + Wasser) auf der Substratoberflache in
entsprechend geringerer Konzentration gebildet. Bei Verwendung von trockenen
organischen Ldsemitteln wird die Reaktion deshalb stark auf die Seite der Produkte
verschoben.

Dass der Stochiometrie zu Grunde liegende Modell zur Auswertung des C1s-
Spektrums nach Anbindung von APPG-230 an die plasmaaktivierte PE-Folie
(Abbildung 12) lasst sich so aufbauen, dass die C-N- und die C-O-Komponenten den
Verhaltnissen im APPG-230 mit 3 PPG-Einheiten entsprechen.
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Tabelle 8: Vergleich zwischen der Stochiometrie (APPG-230+heorie) Und den Werten aus
der Elementaranalyse und dem C1s-Spektrum nach Plasmaaktivierung von PE (PE.)
und Anbindung von APPG-230

Stufe C O NJ|]CC CN CO C=O CONH COOH
[at%] [at%] [at%]| [C%] [C%] [C%] [C%] [C%] [C%]
PE.q 23 7,7 88,8 59 25 2,8

PEappc2z0 876 98 26| 770 48 144 08 23 08
APPGrheoie 70,6 17,6 11,8| 333 16,7 50,0

Nur die Konzentration des Stickstoffes (2,6 at%) auf der Oberflache entspricht dabei
nicht dem theoretischen Wert, von 1,4 at%, welcher sich aus der Stdchiometrie im
APPG-230, orientiert an der C-O-Komponente, ableiten wirde. Dies lasst sich zum
Beispiel damit erklaren, dass die eingesetzte APPG-Lésung eine Mischung von
Molekilen mit unterschiedlichen Molekulargewichten darstellt oder Verunreinigungen
bzw. Reste von Edukten enthalt. Ist der Anteil der PPG-Einheiten etwas kleiner, lasst

sich ein relativ hoherer Stickstoffanteil erklaren.

normalisierte Intensitat

201 290 289 288 287 286 285 284 283
BE [eV]

Abbildung 13: C1s-Spektrum von APPG-230 gebunden auf einer plasmaaktivierten PE-
Folie mit den entsprechenden Komponenten — PE: C-C, C=0, COOH; APPG 230: C-N,
C-O; grun: Bindung als Amid (Anteil nach erfolgter Bindung = 0,5 [C-N])

Der Anteil der C-C-Komponente entspricht nicht der Stdchiometrie des APPG-Molekiils
(Abbildung 13). Daneben ist der absolute Stickstoffgehalt deutlich geringer als die
Stochiometrie erwarten lasst und die Konzentration des Kohlenstoffes ist deutlich
erhoht. Daraus Iasst sich ableiten, dass das PE-Substratmaterial einen hohen Anteil an
dem analysierten Volumenelement besitzt. Es bildet sich demzufolge eine mit
APPG-230 funktionalisierte Schicht die dunner als 5 — 10 nm ist aus.

Neben hochaufgeldsten C1s-Spektren wurden auch N1s- und O1s- Spektren

aufgenommen. In den N1s-Spektren Iasst sich kein Anstieg der Intensitat im Bereich
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von 401,5 eV bis 402,0 eV feststellen. Dies deutet darauf hin, dass der Stickstoff nicht
als Ammonium Kation vorliegt. Im O1s-Spektrum lassen sich die stochiometrischen
Verhaltnisse des APPG 230 darstellen (Abbildung 14).
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Abbildung 14: O1s-Spektrum von einer plasmaaktivierten Polymeroberflache nach
Anbindung von APPG-230 — gruin: Sauerstoff in Amidbindungen bei 531,4 eV (Bindung
zur Oberflache); blau: Sauerstoff in C-O-Bindungen (APPG) bei 532,7 eV, grau:
weitere Komponente aus Plasmaaktivierung

Es muss beachtet werden, dass einige der sauerstoffhaltigen Funktionalgruppen durch
die Plasmaaktivierung erzeugt werden und daher die isolierte Interpretation des O1s

Spektrums zusatzlich erschwert wird.

Zusammenfassend Iasst sich feststellen, dass das Diamin als Amid gebunden ist.
Aus den Abweichungen in der Elementaranalyse und dem C1s Spektrum lasst sich
ableiten, dass neben den APPG-230-Molekilen auch andere Amine an der Oberflache
angebunden sind. Diese kdnnen von Nebenprodukten aus dem APPG-230 stammen.
Es liegt keine ionische Bindung des Diamins vor. Die funktionalisierte Schicht ist
deutlich dinner als die Analysentiefe von XPS (5-10 nm). Neben dem APPG-230
liegen noch sauerstoffhaltige Gruppen aus der Plasmaaktivierung vor. Aus diesen
Daten lasst sich das folgende Schema ableiten (Schema 11). Dabei muss angemerkt
werden, dass die exakte molekulare Beschreibung nicht moglich ist. Es handelt sich

um eine idealisierte Annaherung, basierend auf den XPS-Daten.
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Schema 11: Anbindung von APPG-230 an eine plasmaaktivierte PE-Folie unter
Bertcksichtigung funktioneller Gruppen der Plasmaoxidation und Anbindung von
Diaminen mit unterschiedlicher Molmassen

Neben APPG-230 lassen sich andere Amine, auch aus der Gasphase, an
plasmaaktivierte Polymeroberflachen anbinden (vgl. 2.1.2). Durch die Verwendung
eines groReren Molekils als 1,2-Diaminoethan (wie in Ref. [37,39]) wird die
Zuganglichkeit der primaren Aminogruppe fur weitere Reaktionen verbessert. Dieser
Weg stellt somit eine Moglichkeit dar Funktionalisierungen von Polymeroberflachen mit
Aminogruppen zu erreichen. Die Funktionalisierung des Substrates mit primaren

Aminen stellt den Ausgangspunkt fur weitere Reaktionen dar.
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4.2 Synthese der Hydrogelschichten

4.2.1 PEG-Glycidyl-Glycerolether-Netzwerke

4.2.1.1 Prinzip

Eine Moglichkeit, Oberflichen mit Netzwerken zu versehen, basiert auf der
Ringoffnungsreaktion von Epoxiden durch Amine. Durch die hohe Nucleophilie des
Stickstoffes in einem primaren Amin verlauft die Reaktion schnell und mit hohen
Ausbeuten. Wird ein bifunktionelles Diamin und ein trifunktioneller Gylcidyl-
Glycerolether (GE) verwendet, erfolgt die Bildung eines Netzwerkes. Im Schema 12 ist
die Reaktion dargestellt. Gruppen, die in der Netzwerkbildungsreaktion nicht reagieren
(dies kénnen primare Aminogruppen des Diamins oder Epoxidringe des GE sein),
kénnen flr weitere Reaktionen oder flr die Immobilisation von Proteinen genutzt
werden. Nicht reagierte Epoxide kénnen hydrolysieren und dabei zwei Hydroxy-
Gruppen ausbilden. Die Reaktion wird so durchgefiihrt, dass die Reagenzien in einem
Lésemittel, z.B. durch eine Tauchbeschichtung, auf die Substratoberflache aufgetragen
werden. In den folgenden Untersuchungen wird dazu Ethanol oder THF verwendet.

Als Indikator fir die Anbindung der PEG-Diamine dient die C-O-Komponente,
welche den sauerstoffgebundenen Kohlenstoff aus den Ethylenglykol-Einheiten (EG)

im C1s-Spektrum reprasentiert (Abbildung 15).

r-—+ 1~~~ 1 1 17
289 288 287 286 285 284
BE [eV]

Abbildung 15: C1s-Spektrum eines PEG-2000-Diamin-GE-Netzwerkes auf PE — 1: C-C
vom Substrat; 2: C-N nach Reaktion mit den Epoxid-Ringen; 3: C-O aus den EG-
Einheiten; 4. C=0-Komponente (Abbauprodukt der PEG-Oligomere)

Die C-C-Komponente bei einer BE von 285 eV lasst sich dem olefinischen

Substratmaterial zuordnen.
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Schema 12: Bildung eines Netzwerkes aus PEG-Diaminen und einem trifunktionellen
glycerolbasiertem Epoxid (GE) auf einer mit Aminogruppen funktionalisierten
Polymeroberflache unter Ausbildung von sekundaren Aminen (griner Kasten),
daneben weist das Netzwerk Hydroxygruppen (blauer Kreis) und primare Amine (roter
Kreis) auf.
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Mit einer BE von 285,5 eV ist die C-N-Komponente aus den PEG-Diaminen im
Spektrum zu erkennen. Die Hauptkomponente bei 286,7 eV reprasentiert die C-O-
Bindung aus den EG-Einheiten. Das C1s-Spektrum Iasst sich bei einer BE von 287,8
eV mit einer weiteren Komponente beschreiben, diese deutet auf C=0-Bindungen hin.
Die daraus ableitbaren Ketone bzw. Aldehyde koénnen ihre Ursache in einem
(thermisch) oxidativen Abbau der PEG-Oligomere haben.!'3¢137]

Neben hochaufgelésten C1s-Spektren wurden N1s- und O1s-Spektren von dem
oberflachengebundenen Netzwerk aufgenommen. Das N1s-Spektrum Ilasst sich mit
einer Komponente bei einer BE von 400,1 eV beschreiben, welche Stickstoffatome in
primaren oder sekundadren Aminen darstellt. In den Spektren lassen sich deutlich
weniger als 10% aller Stickstoffatome im protonierten Zustand (als Ammonium) durch
eine Komponente bei einer BE von 401,5 eV fitten. Das O1s-Spektrum weist eine
Komponente bei 533,1 eV auf, diese Bindungsenergie lasst sich dem Sauerstoff in den
EG-Einheiten zuordnen.

Werden die gemessenen Werte der Verhaltnisse der Elemente und die
Verhaltnisse der chemisch unterschiedlichen Kohlenstoffatome mit der Stéchiometrie
verglichen lassen sich tiefergehende Aussagen zur Struktur des Netzwerkes ableiten.
Dazu wird ein Modell aufgebaut, welches das Netzwerk als eine Mischung von linearen
und verzweigten Einheiten beschreibt. Die Bildung einer linearen Einheit erfolgt durch
die Reaktion eines trifunktionellen Epoxides mit zwei PEG-Diaminen. Eine verzweigte
Einheit bildet sich durch eine Reaktion aller drei Epoxid-Ringe mit PEG-Diaminen.
Reagiert nur ein Epoxid-Ring des GE mit den PEG-Diaminen wird das Netzwerk
terminiert. Im Falle einer Reaktion an nur einem der beiden primaren Aminogruppen in
einem PEG-Oligomer findet ebenfalls eine Terminierung statt oder das
Reaktionsprodukt bindet nicht an der Oberfliche an. Die Hydrolyse der Epoxid-

Endgruppen fihrt zu einem Diol.
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Schema 13: Ausbildung von linearen und verzweigten Einheiten in einem PEG-Diamin-
GE-Netzwerk — blauer Kreis: Reaktionsprodukt der Hydrolyse eines Epoxides; griner
Kreis: Reaktionsprodukt (sekundares Amin) einer Reaktion zwischen einem Diamin
und einem Epoxid-Ring

Unter Annahme dieser Einheiten lasst sich, aus der Stochiometrie, die theoretische
Zusammensetzung der Schicht ermitteln.

Eine dritte Reaktionsmdglichkeit, die in Betracht gezogen werden kann, ist die
Reaktion des GE mit sich selbst (Schema 14). Im Zusammenhang mit dem
aufgestellten Modell stellt die Reaktion eine Nebenreaktion dar. Die Bildung des
Nebenproduktes wirde zu einer deutlich héheren Konzentration an OH-Gruppen
fuhren. Im Verhaltnis wirde sich die Konzentration des Stickstoffes, im Vergleich zu

den im oberen Teil angenommen Einheiten, stark reduzieren.

HO
HO‘%
o OH OH
o O\)\/O .
k

Reaktion des GE

Schema 14: Reaktion des GE mit sich selbst

Die Daten aus der Elementaranalyse unterscheiden sich kaum von der aus der
Stochiometrie theoretisch ermittelten Zusammensetzung. Die Messwerte aus den

hochaufgeldsten Spektren zeigen einen deutlicheren Unterschied.
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Tabelle 9: Vergleich zwischen aus der Stéchiometrie berechneten Zusammensetzung
einer linearen und verzweigten Netzwerkeinheit und einer analysierten PEG-2000-
Diamin-GE Hydrogelschicht (5 mmol I" PEG 2000-diamin und 5 mmol I'' GE 100; RT)
— links: Elementaranalyse; rechts: hochaufgeldstes C1s-Spektrum

PEG 2000 GE C [at%] O [at%] N [at%]| C-C C-N C-O C=0O
[C%] [C%] [C%] [C%]
linear 65,8 32,9 1,3 3,8 96,2
verzweigt 66,1 32,5 1,4 3,6 96,4
Experiment 67,8 30,8 1,4 3,7 2,5 90,5 3,3

So lasst sich im C1s-Spektrum eine C-C-Komponente finden, welche sich auf
Kohlenstoffatome aus dem Substratmaterial zuriickzufiihren lasst. Durch die wenig
isolierte Position der C-N-Komponente Iasst sich die Konzentration nicht sehr genau
bestimmen. Mit einem Anteil von 3,3 % an allen Kohlenstoffatomen ist die schon
beschriebene C=0-Komponente mit einer BE von 287,8 eV zu erkennen. Um mehr
Strukturinformation zu gewinnen bietet sich die Verwendung von Markierungs- bzw.
Derivatisierungsreaktionen an, wie im folgenden gezeigt wird.

Die primaren Amine, welche als Koppelgruppen flr Proteine fungieren kdénnen,

wurden durch Fluoreszenzmarkierung mit Fluorescamin nachgewiesen (vgl. 2.2.3).
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Abbildung 16: Fluoreszenzspektren  verschiedener = PEG-2000-Diamin-GE-
Hydrogelschichten nach Markierung Fluorescamin — schwarz: PE + 1,2-Diaminoethan
(,2-D%); rot: PE + APPG 230 (,2-D%); griin: PEG 2000-Diamin-GE (5 mmol I'"; 35°C);
blau: PEG-2000-Diamin-GE (5 mmol I'; RT)

Die Fluoreszenzspektren zeigen (Abbildung 16), dass die Fluoreszenzintensitat der
markierten Amine in einem Netzwerk im Vergleich zu Aminen auf einer 2-D
funktionalisierten Oberflache, um einen Faktor von 2,2 bzw. 5,1 gréRer ist. Wird eine 2-
D funktionalisierte Oberflache zu Grunde gelegt, welche in einem Plasma (unter

ahnlichen Bedingungen wie die in der Arbeit verwendeten) mit COOH-Gruppen
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funktionalisiert wurde, liegt die Konzentration der Gruppen bei 1,5 pmol cm™.2% Unter
der Annahme, dass die Diamine vorwiegend mit den COOH-Gruppen reagieren liegt
die Konzentration der primaren Amine, nach Anbindung eines Diamins, ebenfalls in
diesem Bereich. Daraus kann fiir ein Netzwerk aus PEG-2000-Diaminen und dem GE
die Konzentration der primdren Amine mit 2 — 5 pmol cm? bestimmt werden. Die
Spektren zeigen keine zusatzliche rotverschobene Bande bei einer Wellenlange von
520 nm. Dies deutet darauf hin, dass der mittlere Abstand der funktionellen Gruppen
groler als 1,9 nm ist (vgl. Ref. [37]). Wird eine 50 nm dicke Schicht angenommen,

kann der mittlere Abstand der primaren Amine mit 12 nm angegeben werden.

4.2.1.2 Maschenweite

Eine Moglichkeit, die Maschenweite zu verandern, ist die Verwendung von
unterschiedlich langen PEG-Oligomeren. In den vorangegangenen Versuchen wurde
PEG-2000-Diamin verwendet. Durch die Verwendung von PEG-3000-Diamin wird die
Anzahl an EG-Einheiten von 46 pro PEG-Oligomer auf 69 erhéht. Unter Annahme
einer Lange pro PEG-Einheit von 0,342 nm® bedeutet dies eine formale Erhéhung der
Kettenlange von 154 nm auf 23,6 nm. Dies flhrt zu einer Veranderung der

chemischen Zusammensetzung der Schicht (Tabelle 10).

Tabelle 10: Vergleich zwischen aus der Stéchiometrie berechneten Zusammensetzung
einer linearen und verzweigten Netzwerkeinheit und einer analysierten PEG-3000-
Diamin-GE-Hydrogelschicht (5 mmol I'" PEG 3000-Diamin und 5 mmol I' GE 100) —
links: Elementaranalyse; rechts: hochaufgelostes C1s-Spektrum.

PEG 3000 GE C [at%] O [at%] N[at%]| C-C C-N C-O C=0
[C%] [C%] [C%] [C%]
linear 66,1 33,0 0,9 2,7 97,3
verzweigt 66,3 32,8 0,9 24 97,5
Experiment 68,7 30,3 1,0 3,0 1,2 91,0 4,8

Die Elementaranalyse zeigt, durch die Verringerung der Stickstoffkonzentration von 1,4
at % (PEG-2000-Diamin-GE-Schicht) auf 1,0 at %, dass eine PEG-Schicht
entsprechend der Stochiometrie eines PEG-3000-Diamin-GE-Netzwerkes gebildet
wird. Im C1s-Spektrum sind die Abweichungen wiederum groRer. Dies kann die selben
Ursachen, wie bei dem schon vorgestellten Netzwerk aus PEG-2000-Oligomeren
haben.

Die aus der Stéchiometrie berechneten Differenzen in der Elementaranalyse und
den hochaufgeldsten C1s-Spektren zwischen linearen und verzweigten Einheiten des
Netzwerkes sind gering. Die ermittelte mittlere Abweichung fur die Analysedaten einer

PEG-Diamin-GE Schicht liegt in der Elementaranalyse zwischen +/- 0,1 at % (fir
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Stickstoff) und +/- 0,3 at % (flr Kohlenstoff und Sauerstoff). In den Daten aus den C1s-
Spektren liegt die mittlere Abweichung der Komponenten bei ca. +/- 0,7 — 1,0 %. Damit
lasst sich aus den XPS-Spektren zwischen einer Schicht basierend auf PEG-2000-
Diamin und PEG-3000-Diamin unterscheiden. Die Komponenten, mit denen sich die
C1s-Spektren auswerten lassen, sind zu wenig isoliert, um eine ausreichende
Genauigkeit Uber die Konzentrationsverhaltnisse der Kohlenstoffatome abzuleiten.
Dadurch lassen sich nur schwer Strukturinformationen ableiten. Eine Abhilfe kann die
chemische Derivatisierung der Proben liefern.

In einer mit dieser Arbeit im Zusammenhang stehenden Publikation wurde
gezeigt, dass eine Unterscheidung zwischen Aminen und Hydroxy-Gruppen nach
Derivatisierung mit TFAA moglich ist. Dazu wird die unterschiedliche BE der CFs-
Komponente des Trifluoracetamids und des Trifluoracetats verwendet.*® Wird die
Probe zusammen mit einer geeigneten Referenz gemessen, z.B. einer PE-Folie, kann
die Verschiebung des Spektrums auf den Referenzwert fir C-C-Bindungen (285,0 eV)
exakter durchgefuhrt werden. Die C-C-Einheiten im PE sind eine ideale Referenz, da
die kernnahen Orbitale von keinem anderen Atom beeinflusst werden. Dadurch ist die
Energiekorrektur der Spektren exakter durchfuhrbar und es konnen die Proben besser
miteinander verglichen werden. Dadurch konnte festgestellt werden, dass die
Komponente des CFs-Kohlenstoffes (vgl. 2.2.2) in Abhangigkeit der derivatisierten
Gruppe eine andere BE besitzt. Dies erméglicht die Unterscheidung zwischen Aminen
und Hydroxygruppen in der selben Probe mit einer Messung.

Auf Basis der Analyse des Verhéltnisses von Hydroxy- und Aminogruppen
kénnen weitere Aussagen zur Struktur des Netzwerkes abgeleitet werden. Im Schema
13 wurde gezeigt, dass die Reaktion zwischen dem Epoxid und einem primaren Amin
bzw. die Hydrolyse der Epoxid-Ringe zu unterschiedlichen Produkten flihrt, welche
durch spezifische funktionelle Gruppen charakterisieret sind. Durch die Reaktion mit
den primaren Aminen des PEG-Diamins bildet sich durch die Ringéffnung ein
sekundares Amin und eine Hydroxy-Gruppe aus. Die Hydrolyse flihrt zu zwei Hydroxy-
Gruppen. Aus dem Verhaltnis von OH-Gruppen und den sekundaren Aminen kann der
Abstand zwischen zwei verzweigten Einheiten berechnet werden. In einer verzweigten
Einheit betragt das Verhaltnis von OH- zu NH-Gruppen eins. Durch die Ringéffnung
bildet sich eine OH-Gruppe und ein sekundares Amin. Reagieren nur zwei der drei
Epoxid-Ringe am GE mit dem PEG-Diamin, bildet sich in der Folge eine lineare Einheit
aus und das Verhaltnis von OH zu NH liegt bei zwei. Demzufolge bildet sich bei einem

OH/NH-Verhaltnis zwischen groer gleich 1 und kleiner gleich 2 ein Netzwerk aus. Ein
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Verhaltnis von Uber 2 kann auf eine Reaktion des GE mit sich selbst schlielen lassen
(Schema 14), da dabei sehr viele OH-Gruppen entstehen.

In Abbildung 17 ist das C1s-Spektrum eines PEG-2000-Diamin-GE-Netzwerkes
nach Derivatisierung mit TFAA dargestellt. Bei der Auswertung der experimentellen
Daten wurden die aus der Stéchiometrie bekannten Verhaltnisse vorgegeben, d.h. die
CF3;-Komponente des Esters steht mit dem Esterkohlenstoff im gleichen Verhaltnis.
Analog gilt dies flr die NH-Gruppe bzw. das Amid. Durch diese Vorgabe werden die
Lésungsmoglichkeiten der Annaherung reduziert. Eine Nebenreaktion muss beachtet
werden. TFAA reagiert auch mit Epoxiden,!"* die Reaktion fiihrt allerdings zu den
gleichen Produkten wie eine Reaktion mit den OH-Gruppen eines hydrolysierten
Epoxids und muss daher in den folgenden Betrachtungen nicht gesondert

berlcksichtigt werden.

294 292 290 288 286 284
BE leV1

Abbildung 17: C1s-Spektrum einer PEG-2000-Diamin-GE-Schicht nach Markierung mit
TFAA — neue Komponenten bei einer BE zwischen 293,6 eV — 293,7 eV: CF; des
Esters (blau), 290,3 eV: Trifluoracetat-Kohlenstoff (blau); 293,0 eV — 293,1 eV; CF;-
Komponente des Amids (grin), 289,3 eV: Trifluoroamid (grin)

Wird die CFs;-Komponente mit hdherer Auflésung dargestellt, ist die Unterscheidbarkeit
zwischen NH- und OH-Gruppen anhand der Asymmetrie des Signals (schwarzes
Spektrum, Abbildung 18) noch deutlicher zu erkennen. Diese Asymmetrie ist ein
deutliches Zeichen daflr, dass das Spektrum besser durch zwei Komponenten
beschrieben wird. Die CF3;-Komponenten zeigen in den Spektren eine unterschiedliche
BE-Position des Maximums. Die blaue Kurve stellt das Reaktionsprodukt mit den OH-
Gruppen (Trifluoracetat) und die griine das Reaktionsprodukt mit den sekundaren
Aminen (Trifluoramid) dar. Auf diesen Ergebnissen aufbauend lasst sich eine

Netzwerkanalyse durchfihren.
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Die Konzentration der primaren Amine kann, auf Basis der
Fluoreszenzmessungen, als klein angenommen werden, demzufolge sind die meisten
Amine in sekundarer Form vorliegend. Sekundadre Amine entstehen durch die
Netzwerkbildung.
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Abbildung 18: CFs;-Komponenten des C1s-Spektrums von Netzwerken mit
unterschiedlicher chemischer Zusammensetzung — grau + gestrichelte Linien: hoher
Anteil der Reaktion von GE mit sich selbst (Uberschuss von GE bzgl. PEG-Diamin > 2),
hohe Konzentration an OH-Gruppen und damit dem CF3-Ester (293,6 eV — 293,7 eV);
schwarz + punktierte Linien: Netzwerkbildung, das Verhaltnis von OH (Trifluoracetat,
blaue Kurve) zu NH (Trifluoracetamid, grine Kurve (die Kurven aus beiden Spektren

sind fast Uberlagert), bei 293,1 eV — 293,2 eV) liegt zwischen 1 und 2 (Verhaltnis GE
zu PEG-diamin 1)

5'5'_ Netzwerkbildung e
5.0 +
1Reaktion zwischen GE O
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Abbildung 19: OH/NH-Verhaltnis bei verschiedenen Verhaltnissen von GE/PEG-2000-
Diamin - o: Reaktion bei RT; o: Reaktion bei 40°C
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In einer auf der Bestimmung des Verhaltnisses von OH zu NH-Gruppen basierenden
Versuchsreihe wurde die Konzentration von GE, bei einer konstanten Konzentration
des PEG-2000-Diamins (5 mmol I"), variiert (Abbildung 19). Der Grafik ist zu
entnehmen, dass sich bei Raumtemperatur bei einem molaren Verhaltnis von GE zu
PEG-2000-Diamin um 1 ein Netzwerk bildet. Wird die Temperatur erhdht, bildet sich
auch bei einem Uberschuss an PEG-2000-Diamin ein Netzwerk aus. Oberhalb eines
Verhaltnisses von 1,5 kommt es im verstarkten MalRe zur Reaktion des GE mit sich
selbst (groRer Uberschuss von GE). Der im Vergleich zur Stéchiometrie zu niedrige
Stickstoffgehalt in den Netzwerken deutet darauf hin, dass es bei jedem Verhaltnis
immer zu einem bestimmten Teil zu einer Reaktion des GE mit sich selbst kommt. Der
Anteil dieser Reaktion lasst sich zum einen Uber die stochiometrischen Verhaltnisse
der Edukte aber auch lber die Temperatur steuern. Wird das PEG-2000-Diamin im
Uberschuss eingesetzt kommt es bei Raumtemperatur ebenfalls zu einer verstarkten
Reaktion des GE mit sich selbst. In diesem Fall reicht die Konzentration des GE nicht
aus, um zu einer Netzwerkbildung zu fihren. Dies lasst sich damit begrinden, dass die
Reaktion des GE mit Diamin bei Raumtemperatur nicht vollstandig verlauft. Durch
Erhohung der Temperatur Iasst sich diese Reaktion mit hdherem Umsatz fuhren. Dies
ermdglicht eine Netzwerkbildung mit einem Uberschuss an PEG-2000-Diamin.
Allerdings ist die Dicke der Schichten dann geringer, was auf eine starkere Vernetzung
hindeuten kann.

Aus diesen Daten lassen sich die Abstande zwischen zwei verzweigten Einheiten
bei einer erfolgreichen Netzwerkbildung (Verhaltnis von PEG-diamin zu GE ~ 1), unter
Annahme der Lange einer PEG-Einheit von 0,342 nm®¥}, von tber 21 nm (OH/NH = 1,2
bei 40°C) und von 230 nm (OH/NH = 1,9 bei RT)) berechnen. Demzufolge ist die
Vernetzung bei erhdhter Temperatur starker, was auch der Erwartung entspricht. Die
scheinbar grof3e Maschenweite bei Raumtemperatur konnte auf die Reaktion des GE
mit sich selbst zurlickzufiihren sein. Dadurch wirde die OH-Gruppen-Konzentration
stark ansteigen. Eventuell ist die Diffusionskonstante des PEG-Diamins bei
Raumtemperatur zu klein. Somit kann der GE nicht mit hoher Ausbeute mit dem PEG-
Diamin reagieren und es bildet sich auch das Selbstkondensationsprodukt

In Vorversuchen wurde neben einem PEG-Diamin ein trifunktionelles Aziridin-
Derivat als eine Ausgangsverbindung fir die Netzwerkbildung untersucht. Die
Experimente zeigten, dass die Reaktion mit sich selbst stark bevorzugt ist. Beim GE ist
die Reaktion mit sich selbst anhand der gefundenen Daten deutlich schwacher

ausgepragt.
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4.2.1.3 Schichtdicke

Neben der Maschenweite ist die Schichtdicke ein Parameter welcher kontrolliert
werden sollte. Dazu wurden verschiedene Konzentrationen und molare Verhaltnisse
der Ausgangsstoffe untersucht. Weiterhin wurde der Einfluss der Temperatur und der
Reaktionszeit betrachtet. Als ein Indikator fiir eine Erhéhung der Schichtdicke der
PEG-Schicht wurde, in erster Naherung, der Anstieg der C-O-Komponente mit der
Reaktionszeit verwendet (Abbildung 20). Es ist anzumerken, dass sich nicht zwischen
lateraler Bedeckung und Dicke der Schicht unterscheiden lasst. Es |asst sich aber eine
Aussage darlber ableiten, ob die Schicht dicker als die Analysentiefe von XPS ist.

Zudem ist das Netzwerk im XPS (unter Hochvakuum) kollabiert.

PEG PE

normierte Intensitat

J
V4 \
pd

289 288 287 286 285 284
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Abbildung 20: C1s-Spektrum einer PEG-2000-Diamin-GE-Schicht auf
plasmaoxidiertem PE: Anstieg der C-O-Komponente mit der Reaktionszeit als Indikator
fur die Ausbildung eines PEG-Netzwerkes; Referenz: APPG 230 (schwarz), 4 h
Reaktion (rot), 8 h Reaktion (schwarz)

Damit kénnen die XPS-Daten zur Abschatzung der Dicke (im trockenen Zustand) im
Bereich von ca. 10 nm verwendet werden. In Abbildung 21 ist die Entwicklung des
Anteils der C-O-Komponente im Spektrum mit der Reaktionszeit zu erkennen, der nach
der Stéchiometrie maximale Anteil der C-O-Komponente betragt 96 %

Die Reaktion verlauft bei héherer Temperatur schneller, erreicht allerdings eine
maximale Konzentration der C-O-Komponente (als Indikator flr Dicke der PEG-

Schicht), die niedriger ist als bei einer Reaktion bei Raumtemperatur.

62



4 Ergebnisse

[C-O] [C%]
S
\f\

t [h]

Abbildung 21: Anstieg der C-O-Komponente im C1s-Spektrum nach unterschiedlichen
Reaktionszeiten — Konzentration der Ausgangslésung: 2,5 mmol I"' PEG-2000-Diamin
und 4,5 mmol I'" GE (Reaktion bei 50°C (rot) und bei RT (schwarz)

Zur Beschreibung dieses Ergebnisses kann ein qualitatives Modell verwendet werden,
das von folgenden Annahmen ausgeht:

I. Es findet eine Reaktion zwischen den Molekilen statt.

Il. Es erfolgt ebenfalls eine Reaktion zwischen den Molekilen und der Oberflache.

Ill. Beide Reaktionen werden durch die Erhdhung der Temperatur beschleunigt.
Wird die Reaktion zwischen den Molekiilen in der Schicht starker beschleunigt als die
Anbindung an die Oberflache selbst, werden die Netzwerkbestandteile nach einer
bestimmten Zeit zu grof3 und binden nicht mehr an die Oberflache an. In der Folge
werden sie im Reinigungsschritt als Uberschuss entfernt. Dies zeigt sich in einem
konstanten Anteil der C-O-Komponente.

Die Kopplung auf der Oberfliche wird durch die Konzentration der
Ausgangsstoffe und durch das molare Verhalinis von GE zu den PEG-Diamin-
Oligomeren beeinflusst.

Zur Untersuchung dieses Einflusses wurden die Ausgangsstoffe in

unterschiedlichen Verhaltnissen auf die Oberflache gegeben.
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Abbildung 22: Zunahme des Sauerstoffanteils in der analysierten Schicht in
Abhangigkeit der Konzentration von GE in der Beschichtungslésung bei einer
konstanten Konzentration von 2,5 mmol I fir PEG-2000-Diamin (aufgetragen aus
THF)

Aus Abbildung 22 Ilasst sich ein optimales Verhaltnis fir eine Netzwerkbildung,
erkennbar an der Erhéhung der Sauerstoffkonzentration, zwischen dem GE und dem
PEG-Diamin von 1,25 — 0,8 erkennen. Es ist ein Maximum der Sauerstoffkonzentration
bei ein Verhaltnis von 1 zu finden. Dieser Wert liegt mit 27,5 at % nahe an der aus
Stochiometrie berechneten Maximalkonzentration von 32,5 at %. Die Abbildung zeigt
weiterhin, dass die Reaktion zuverlassiger mit einem Uberschuss von GE (> 1 (2,5
mmol 1) — 2,6 (6,5 mmol I'")) verlauft. Der Konzentrationsbereich fiir einen Uberschuss
an PEG-2000-Diamin ist wesentlich kleiner und liegt bei einem Verhaltnis von 0,8 bis <
1, dies entspricht einer Konzentration von 2,0 mmol I bis 2,5 mmol "' fiir den GE.

Entsprechend der Anzahl der funktionellen Gruppen in den Molekilen (2 im PEG
diamin, 3 im GE) muss zum Erreichen der gleichen Anzahl an Gruppen ein Verhaltnis
von 0,7 fur den Glycidyl-Glycerolether bezlglich des Diamins eingestellt werden. Dies
entspricht beispielsweise einer Konzentration von 1,7 mmol I"' fiir den GE bei einer
Konzentration von 2,5 mmol I fir das PEG-Diamin. In den Experimenten wurde ein
optimales Verhaltnis der beiden Edukte (GE/PEG 2000-diamin) zwischen 0,8 — 1,25
ermittelt.

Fur einige Anwendungen kénnen Schichten mit einer Dicke von gréfer als 10 nm
von Interesse sein. Aus diesem Grund wurden die folgenden Untersuchungen zur
Veranderung der Schichtdicke mittels Ellipsometrie durchgefihrt. Fir die

Untersuchungen wurden PE-Schichten auf goldbeschichteten Objekttragern hergestellt
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und analog den Untersuchungen mit einer Folie verfahren (vgl. 3.3.2). Im Gegensatz
zu XPS wird der Film mittels Ellipsometrie unter Atmospharenbedingungen untersucht.

Von jeder PE-Schicht wurde die Dicke bestimmt. Diese nimmt Eingang in die
weiteren Untersuchungen. Abbildung 23 zeigt die mit einem CAUCHY-Modell gefitteten

ellipsometrischen Messungen von PE-Schichten auf goldbeschichteten Substraten.
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Abbildung 23: Veranderung von W (Blauténe) und A (Schwarzténe) mit der
Wellenlange — durchgezogene Kurven = Fit, Symbole = Messwerte, unterschiedlich
Dicke PE-Schichten auf Gold (dunkel = 43 (0,9) nm; mittel = 38 nm (0,5), hell = 25 nm

(1,2))

Als Brechungsindex wurde 1,51 vorgegeben, wobei die Annahme getroffen werden
muss, dass der Brechungsindex den gleichen Wert wie bei einer Folie annimmt. Die
Messungen der Dicke der PE-Schicht (auf dem Substrat) wurde vor und nach der
Plasmaaktiverung und Kopplung von APPG 230 durchgefiihrt. Die ermittelten
Schichtdicken liegen zwischen 20 und 60 nm (von jeder Probe wird die Schichtdicke
bestimmt). Im Durchschnitt konnte eine Abnahme der Dicke des PE-Filmes nach
Plasmaaktivierung und Anbindung des Diamins von 4 nm festgestellt werden.

Auf den PE-Schichten mit APPG-230 wurden im Anschluss die PEG-Netzwerke
hergestellt und deren Dicke, unter Bericksichtigung der Dicke der PE-Schicht,
ermittelt.

Dazu wurde die Dicke der PE-Schicht und der Brechungsindex von PE (1,51) aus
der vorhergehenden Messung festgesetzt. Der Brechungsindex vom PEG wurde mit
1,46 vorgegeben. Als variabler Parameter wurde die Dicke der PEG-basierten Schicht
gewahlt (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Veranderung der ellipsometrischen Parameter (¥ und A) nach der
Synthese eines PEG-2000-Diamin-GE-Netzwerkes auf einer PE-Schicht nach
Plasmaaktivierung und mit APPG-230 auf einem goldbeschichteten Objekttrager —
dunkel = 27,3 + 21,4 nm (PE + PEG-2000-Diamin-GE); mittel = 34,8 nm (PE vor
Aktivierung); hell = 27,3 nm (PE nach Aktivierung und Kopplung von APPG-230)

Es wurde die Schichtdicke eines Netzwerkes aus PEG-3000-Diamin und GE in
Abhangigkeit der Reaktionszeit untersucht. Daneben wurde das Verhaltnis von GE zu
PEG-Diamin variiert. Das PEG-3000-Diamin wurde aus einer 5 mmol I Lésung in
Ethanol auf die Oberflache aufgetragen. Die Konzentration vom GE wurde auf
5 mmol I bzw. 10 mmol I eingestellt. In Abbildung 25 ist zu erkennen, dass die Dicke
der Schicht mit hoherer Konzentration an GE innerhalb der gleichen Zeit deutlich

groler ist aber einen niedrigeren Maximalwert von ca. 50 nm erreicht.
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Abbildung 25: Zunahme der ellipsometrischen Dicke einer PEG-3000-Diamin-GE-
Schicht mit der Zeit — Beschichtungslésungen: 5 mmol I PEG-3000-Diamin-Lésung
mit 5 mmol I (schwarz) bzw. 10 mmol I"* (rot) GE
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Die Verringerung des Anteils an GE in der Beschichtungslosung fihrt zu einer
langsameren Zunahme der Dicke der Schicht. Dafur wird eine groRere Maximaldicke
erreicht.

Mit der folgenden Gleichung (6) lasst sich die Schichtdicke d von Molekilen auf
einem Substrat berechnen:
¢ -M-h
- Ps

d (6)

Wobei ¢, die molare Konzentration der Molekile in der Lésung, M die molare Masse
des Stoffes, h_ die Dicke des Lésemittelfiimes auf dem Substrat und ps die Dichte des
Filmes auf dem Substrat reprasentiert. Die Dicke des Lésemittelfiimes h, (Gleichung 7)
lasst sich Uber die Geschwindigkeit des Herausziehens der Folie v, die Viskositat n_

und die Dichte p_ der Losung berechnen.'!

h, = 2-v-m, @)
V9 p-g

Somit betragt die berechnete Gesamtdicke der Reagenzien auf der Oberflache,
aufgetragen aus einer Lésung mit 5 mmol I" GE und 5 mmol I'PEG-Diamin, ca. 100
nm und mit 10 mmol I" GE ca. 107 nm. Es zeigt sich, dass der gréRte Zuwachs der
Schichtdicke durch das PEG-3000-Diamin erreicht wird. Die experimentell bestimmten
und die berechneten Schichtdicken stimmen nicht vollkommen Uberein. Dies zeigt,
dass nicht alle PEG-Oligomere kovalent im Netzwerk an der Oberflache gebunden
werden. Der berechnete Wert wird bei einer geringeren Konzentration von GE zu 75 %
erreicht. Bei der doppelten Konzentration des GE sind es 44 %. Damit unterstitzt das
Ergebnis die im vorhergehenden Abschnitt aufgestellte Hypothese. Durch Erhéhen der
Konzentration einer Komponente wird die Reaktion beschleunigt, die Fragmente
wachsen schneller und das kovalente Anbinden der grélkeren Moleklle des
Netzwerkes an die Oberflache wird erschwert, was in der Folge zu einer geringeren
Schichtdicke flhrt.

In weiteren Experimenten wurde der Einfluss von unterschiedlich langen PEG-
Diamin-Oligomeren auf die Bildung des Netzwerkes untersucht. Dazu wurde das
Netzwerk zum einen mit PEG-2000- und PEG-3000-Diaminen gebildet. Durch die
Verwendung von PEG-3000 anstelle von PEG-2000 wachst die Maschenweite formal
um einen Faktor von 1,5. Die Konzentration der beiden netzwerkbildenden
Komponenten, das PEG-Diamin-Oligomer und der GE, wurde auf 5 mmol [’

festgesetzt. In Abbildung 26 ist die Schichtdicke in Abhangigkeit der Reaktionszeit
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dargestellt. Die Reaktion fihrt unter Verwendung von PEG-2000-Diamin nach 4 h zum
Erreichen einer maximalen Schichtdicke von 20 nm. Bei der Verwendung von PEG-
3000-Diamin wird die maximale Dicke nach 5,5 h erreicht. Sie ist mit ca. 70 nm
wesentlich groRer, als bei der Verwendung des PEG-2000-Oligomers. Die
Schichtdicken unterschieden sich mit einem Faktor von 3,5. Damit ist die Zunahme der
Dicke nicht proportional der Zunahme der Kettenlange (oder der molekularen Masse)

des Oligomers.
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Abbildung 26: Ellipsometrische Dicke einer PEG-Diamin-GE Schicht in Abhangigkeit
der Reaktionszeit unter Verwendung von PEG-2000-Diamin (rot)- und PEG-3000-
Diamin1(schwarz) — die Konzentration der Komponenten in der Ldsung betragt je 5
mmol I

Die zu erwartende Schichtdicke liegt bei der Verwendung von PEG-2000-Diamin bei
ca. 70 nm und bei PEG-3000-Diamin bei ca. 100 nm, dass heil3t der zu erwartende
Wert wird bei der Verwendung von PEG-2000-Diamin zu 30% und bei PEG-3000-
diamin zu 70% erreicht.

Die mogliche Erklarung basiert wiederum darauf, dass die Reaktion mit PEG-
2000-Diamin schneller verlauft, da die Diffusionskonstante des kleineren PEG-2000-
Oligomers groéRer ist und daher in der gleichen Zeit gréRere Netzwerkfragmente
gebildet werden, welche dann nicht mehr an die Oberflache anbinden kénnen. Eine
wesentliche Einschrankung der angestellten Betrachtungen lasst sich darin finden,
dass die Dichte des PEG-Filmes selbst nicht bekannt ist. Diese wird bendtigt, um die
theoretische Schichtdicke zu berechnen. In den Berechnungen wurde daher von der
Dichte der Ausgangstoffe ausgegangen. Die Dicke des PEG-Filmes selbst ist abhangig
von den Umgebungsbedingungen. Einen wesentlichen Einfluss auf die Dicke des

Filmes hat der Wassergehalt. Es ist anzunehmen, dass der Film gebunden auf einem

68



4 Ergebnisse

Substrat in Wasser zu 99% aus Wasser besteht und sich daher nur schwer vom
Quellungsmittel  unterscheiden Iasst. Einen alternativen Zugang konnen
Quellungsuntersuchungen in feuchtem Gas darstellen.

Dazu wurden die mit Netzwerken funktionalisierten Substrate in die in Abschnitt
3.1.3 vorgestellte Zelle gelegt. Wie in Abbildung 27 gezeigt wird, werden die

ellipsometrischen Parameter vom Aufbau wenig beeinflusst.
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Abbildung 27: Validierung der verwendeten Messzelle - Messung des

ellipsometrischen Spektrums einer PE-Schicht auf Gold mit (helle Farben) und ohne
(dunkle Farben) Kiivette (in beiden Fallen: ®1 = ®2 = 60°)

Nach dem Einlegen der Probe wurde die Zelle mit wassergesattigtem Stickstoff gespult
und Spektren in Abhangigkeit der Zeit aufgenommen. Die Beschreibung erfolgte
wiederum als Zweischichtsystem aus PE + PEG auf einem Goldsubstrat. Im
Unterschied zu den vorhergehenden Untersuchungen wurde die PEG-Schicht als eine
Mischung mit Wasser beschrieben. In Abbildung 28 ist der Fit eines durch Einlagerung
von Wasser veranderten Spektrums eines PEG-Netzwerkes dargestellt. Demnach liegt

der Wasseranteil der Schicht im gequollenen Zustand zwischen 80 — 95%.
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Abbildung 28: Veranderung der ellipsometrischen Parameter einer PEG-Schicht auf
einem goldbeschichteten Substrat durch Aufnahme von Wasser aus einem
wassergesattigten Stickstoffstrom — roétlicher Farbton = W; schwarzer Farbton= A

(Kreise = Messwerte PEG-Film: 21 nm; Dreiecke = Messwerte PEG-Film + Wasser: 66
nm)

Um die Zeitdauer bis zur maximalen Quellung zu bestimmen wurden kinetische
Untersuchungen zur Quellung der Schichten unter erhdhter Luftfeuchtigkeit (95 — 99%)
vorgenommen (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Kinetik der Quellung PEG-2000-Diamin-GE-Hydrogelschichten auf einer
PE-Schicht getragen durch einen goldbeschichteten Objekttrager

Es lasst sich sehr gut erkennen, dass die Quellung der Gelschichten in Luftfeuchtigkeit
in weniger als einer Minute zu einem konstanten Wert flihrt. In Wasser sollte die
Quellung der Gelschichten noch schneller erfolgen. Diese hohe Quellgeschwindigkeit

ist ein Indikator fir die groRe Maschenweite der hergestellten Gelschichten. Basierend
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auf der Kenntnis der Quellkinetik konnten Untersuchungen zum Quellungsgrad
verschiedener Schichten durchgefiihrt werden. Dazu wurden PEG-2000-Diamin-
Netzwerke aus verschiedenen konzentrierten GE-Losungen hergestellt. In Tabelle 11
lasst sich erkennen, dass bei dquimolarem Einsatz der Ausgangstoffe ein Quellfaktor
von 2,5 — 3 erreicht wird. Wird das Netzwerk mit einem zweifachen Uberschuss an GE
gebildet wird ein Quellfaktor von 1,9 — 2,3 ermittelt.

Tabelle 11: Quellungsgrad verschiedener PEG-2000-Diamin-Gelschichten auf PE
(hergestellt aus einer 5 mmol I"-Lésung in Ethanol)

CGE [mmol |-1] dtrocken [nm] dqequollen Faktor
5 6 15 25
5 12 32 2,7
5 20 66 3,3
5 36 112 3,1
10 9 21 2,3
10 11 24 2,2
10 17 33 1,9
10 35 81 2,3

Dies lasst sich damit erklaren, dass mit der Verdopplung der Konzentration von GE ein
hoherer Anteil des Vernetzungsproduktes des GE gebildet wird. Dieses starker
vernetzte und engmaschigere Nebenprodukt quillt weniger als ein PEG-Diamin-GE-
Netzwerk.

In der Literatur sind Untersuchungen zum Quellungsgrad von anderen EG-
basierten Schichten auf Oberflachen zu finden. Bilen et. al. hat die Quellung von auf
PEG-MA basierten Kammpolymeren auf goldbeschichteten Substraten mittels
optischer  Wellenleiterspektroskopie = (OWLS) untersucht. Dabei wurde ein
Quellungsgrad bei einer Luftfeuchtigkeit von max. 98 % von 1,2 bestimmt.['® Eine mit
einem Elektronstrahl vernetzte PEG-5000-Schicht auf Siliziumsubstraten zeigt in
Wasser einen Quellungsgrad von 5. Die in der vorgestellten Untersuchung
bestimmten Quellfaktoren ordnen sich gut in die Werte anderer Untersuchungen ein.
Es ist anzumerken, dass die Experimente mit befeuchtetem Stickstoff und nicht in
Wasser durchgeflhrt wurden. Die Gelschichten werden in Wasser verwendet und
sollten unter diesen Bedingungen noch starker quellen als in den vorgestellten

Versuchen ermittelt wurde.

" Der Quellfaktor ergibt sich aus dem Verhaltnis der Schichtdicke nach der Quellung zum trockenen Zustand.
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Im Vergleich dazu quellen nicht oberflachengebundene PEG basierte Gele noch
starker, so sind Quellfaktoren fur ein auf PEG-MA basierenden Gel (hergestellt Gber
radikalische Polymerisation) von 30 zu finden.!"*? Dies kann die Vermutung nahe legen,
dass die Werte fur die Quellung von PEG-Netzwerken auf Oberldchen eher zu niedrig

sind.

4.2.1.4 Stabilitat

Im Hinblick auf eine Anwendung der Gelschichten im diagnostischen- bzw.
biomedizinischen Bereich ist ihre Stabilitat von Bedeutung.

Viele biochemische Experimente werden in Puffersystemen unter
unterschiedlichen pH-Werten durchgeflihrt. Aus diesem Grund wurde die Stabilitat der
Gelschichten in Puffersystemen mit unterschiedlichem pH-Werten untersucht. Als
Indikator wurde die Konzentration des Sauerstoffes aus der XPS-Analyse heran
gezogen. Wie in der Abbildung 30 zu erkennen ist, ist die Gelschicht bei verschiedenen

pH-Werten ber einen Zeitraum von einer Stunde stabil.
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Abbildung 30: Konzentration des Sauerstoffes als Indikator flr die Stabilitat der
Gelschichten in Puffersystemen mit unterschiedlichem pH-Wert

Einzig unter sehr basischen Bedingungen ist ein starkes Schwanken der Werte
festzustellen. Wird die Gelschicht Uber einen Zeitraum von einer Stunde in einem
basischen Puffer geschiittelt, zeigt sie einen starken Abbau. Eine Erklarung kann die
Hydrolyse der Amidbindung mit der Oberflache sein. Es sei angemerkt, dass die Daten

nur Uber eine komplette Abspaltung des Gels Auskunft geben kénnen.
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Die Gelschicht ist im pH-Bereich zwischen 3 — 9 stabil. In diesem Bereich finden
die meisten biochemischen Experimente statt, daher ist die Funktionalisierung fir diese

Anwendungen geeignet.

4.2.1.5 Homogenitat

Zur Untersuchung der lateralen Homogenitat der Schicht wurden REM-Messungen auf
einem Goldsubstrat mit einer PE-Schicht und einem PEG-2000-Diamin-GE-Netzwerk
durchgefuhrt. Die Aufnahmen lassen keine Hinweise auf eine signifikante
morphologische Abweichung erkennen (Abbildung 31). Einzig ein paar helle Punkte

sind zu erkennen, deren Grdle in der Flache kleiner als 5 ym ist.

00040971 | —— 5um e i

Abbildung 31:REM-Aufnahmen eines PEG-Diamin-GE-Gels nach Bedampfen mit
Platin

Aus den XPS-Daten abgeleitet, kann es sich bei den weiRen Flecken nicht um die
Gelschicht handeln. Die Flache, welche durch XPS wahrend einer Messung erfasst
wird, betragt in den vorgestellten Untersuchungen 500 000 pm?® Wirden nur die
weillen Flecken die Gelschicht reprasentieren und der graue Bereich das Substrat,
wirde keine der Stochiometrie entsprechende Zusammensetzung gemessen werden
kénnen. Durch XPS werden maximal die oberen 10 nm des Netzwerkes erfasst. Dies
wulrde bedeuten, dass selbst wenn die hellen Flecken eine Dicke von uber 10 nm
hatten, ware die Gesamtflache immer noch zu klein, um die mit XPS gemessenen
Daten zu erklaren. Es soll Erwahnung finden, dass sich durch die Tauchbeschichtung
am unteren Ende der Folie, in Folge der Stauung der Lésung, sichtbare Punkte bilden
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kénnen. Durch eine andere Auftragstechnik, z.B. durch Sprihen, ist es eventuell

moglich diese Abweichungen zu vermeiden.

4.2.2 PEG-Saurechlorid-Netzwerk

4.2.2.1 Prinzip

Eine zweite Strategie, Oberflachen mit dinnen Schichten zu versehen, basiert auf der
Knupfung von Amidbindungen. Dazu werden PEG-Diamine mit Saurechloriden auf
dem Substrat zur Reaktion gebracht (Schema 15).

Im Vergleich zu den PEG-Diamin-GE-Netzwerken werden die beiden
Ausgangsstoffe nicht in einem Schritt auf die Oberflache aufgetragen. Zuerst wird das
PEG-Diamin auf die Oberflache aufgetragen. Dies kann durch verschiedene Verfahren,
wie zum Beispiel Sprihen oder Aufschleudern geschehen. In den Untersuchungen
wird der erste Ausgangsstoff, das PEG-Oligomer, wiederum durch eine
Tauchbeschichtung aufgegeben. In der nachsten Stufe wird, unter Ausnutzung des
vergleichsweise hohen Dampfdruckes, ein trifunktionelles Saurechlorid auf die
Oberflache aufgebracht. Dort kommt es direkt oder im Anschluss, nach dem Benetzen
mit einem Losemittel, zur Reaktion. Durch die Reaktion zwischen den Saurechloriden
und den Aminen bildet sich ein Amid. Reagiert das Saurechlorid nicht mit einem Amin,
hydrolysiert es an der Atmosphare zligig zu einer Carbonsaure. Daneben sind im
Netzwerk noch primare Amine zu erwarten, welche aus einer unvollstandigen Reaktion
stammen. In Abbildung 32 ist das C1s-Spektrum eines PEG-2000-Diamin-BTC-

Netzwerkes mit den Komponenten fur die verschiedenen Kohlenstoffatome dargestellt.
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Schema 15: Bildung eines Netzwerkes aus PEG-Diaminen und einem trifunktionellen
Saurechlorid auf einer mit Aminogruppen funktionalisierten Polymeroberflache unter
Ausbildung von Amidbindungen (griner Kasten). Daneben weist das Netzwerk
Carbonsauregruppen (blauer Kreis) und primare Amine (roter Kreis) auf.
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Abbildung 32: C1s-Spektrum eines PEG-2000-diamin-BTC-Netzwerkes auf einem
plasmaaktivierten und mit APPG-230 funktionalisierten PE-Substrat — 1: C=C/C-C-
Komponente, 2: C-N-Komponente, 3: C-O-Komponente, 4: CONH-Komponente, 5:
COOH-Komponente

Wie auch im PEG-Diamin-GE-Netzwerk reprasentiert die grof3te Komponente mit einer
Bindungsenergie von 286,5 eV die Kohlenstoffatome mit einer Einfachbindung zum
Sauerstoff, welche den EG-Einheiten zugeordneten werden kénnen. Bei 284,8 eV ist
das Spektrum mit einer Komponente beschrieben, welche sp?-hybridisierte
Kohlenstoffatome, aus den Doppelbindungen des Benzen-1,3,5-
tricarbonsaurechlorides (BTC), reprasentiert. Diese Komponente kann auch einige
Kohlenstoffatome vom Substrat beinhalten, da die zu erwartende Verschiebung (Ref.
[95]) zwischen der C-C- und C=C-Komponente, mit ca. 0,3 eV, sehr klein ist und daher
eine Unterscheidung schwer mdglich ist. Bei einer BE von 2855 eV ist die
Komponente dargestellt, welche dem Kohlenstoff mit einer Bindung zum Stickstoff zu
geordnet werden kann. Der entsprechende Kohlenstoff im Amid selbst lasst sich mit
der gleichen Konzentration bei einer BE von 287,9 eV finden. Bei einer BE von 289,2
eV ist das Spektrum mit einer Komponente zu beschreiben, welche auf Kohlenstoff in
COOH-Gruppen schlie3en lasst.

Neben den hochauflésenden C1s-Spektren wurden ebenfalls N1s- und O1s-
Spektren aufgenommen. Das N1s-Spektrum kann mit einer Komponente bei 399,8 eV
ausgewertet werden. Diese reprasentiert die Stickstoffatome in den Amiden. Das O1s-
Spektrum wird durch eine Hauptkomponente um 532,7 eV am besten angenahert.

Auf Grund der ahnlichen Bindungsenergie der 1s-Elektronen im Kohlenstoff
in C-C und C=C Bindungen, lasst sich mittels XPS in dem vorgestellten Beispiel keine
Unterscheidung zwischen Kohlenstoff in Einfach- oder Doppelbindungen vornehmen.
Aus diesem Grund wurden NEXAFS-Spektren von einer PEG-2000-diamin-BTC-
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Schicht aufgenommen, da diese Methode sehr empfindlich fur die konjugierten
Doppelbindungen im aromatischen System ist. Zudem lassen sich Uber
winkelabhangige Messungen (wobei der Winkel der Polarisationsebene variiert wird)
Aussagen zur Orientierung der Molekile in dem Netzwerk treffen.

Im Spektrum des Kohlenstoffes eines PEG-2000-Diamin-BTC-Netzwerkes sind

alle zu erwartenden Signale zu finden (Abbildung 33).
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Abbildung 33: NEXAFS-Spektrum der K-Kante des Kohlenstoffes — schwarz: PE als
Referenz; rot: PEG-2000-Diamin-BTC-Netzwerk

Mit einer Photonen-Energie von 289,0 eV ist der C1s—n -Ubergang der Elektronen im
Kohlenstoff der EG-Einheiten™3 zu finden. Im Vergleich dazu liegt der C1s—m -
Ubergang der CH-Einheiten in der PE-Referenz mit einer Photonen-Energie von 287,6
eV bei einer niedrigeren Energie als in den sauerstoffhaltigen EG-Einheiten. Ein
ahnliches Ergebnis wurde von Dhez et. al. veroffentlicht.* Um 293,5 eV sind die
Signale der C1s—o Ubergange der Elektronen im Kohlenstoff der C-O- (PEG) und C-
C- (PE) Einheiten im Spektrum zu erkennen.'*! VVon besonderer Bedeutung flir den
Nachweis der Phenyleinheiten ist der Bereich um 285 eV, welcher den Cls—r -
Ubergang darstellt."* Dieser lasst sich ebenfalls im plasmaaktivierten PE finden, das
Signal ist in den PEG-Diamin-BTC-Netzwerk noch starker ausgepragt, was auf die
Phenyleinheiten aus dem BTC hindeutet. Eine weitere Ursache von Doppelbindungen
kdnnen Reaktionsprodukte durch Einwirkung der Réntgenstrahlung sein.['

Zum Nachweis von Amidbindungen in der PEG-Diamin-BTC-Schicht wurde der
N1s-Bereich untersucht (Abbildung 34). Zur Interpretation der Messung wurde eine
Veroffentlichung von Graf et. al. herangezogen, welche eine Untersuchung von

Absorptionen von Stickstoffatomen darstellt.[*!
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Abbildung 34: NEXAFS-Spektrum der N1s-Region — schwarz: PE + Diamin als
Referenz; rot: PEG-2000-diamin-BTC-Netzwerk

Ein deutliches Signal lasst sich bei 400,5 €V finden. Dieses deutet auf Stickstoff in
Verbindung mit Wasserstoff oder Kohlenstoff hin. Bei 411,8 eV ist ein Peak zu
erkennen, welcher auf Stickstoff in  Amidbindungen schlieBen lasst. Im
Referenzspektrum, PE + Diamin (1,2-Diaminoethan), wurde bei einer Photonen-
Energie von 398,5 eV eine N=C-Bindung gefunden.

In einem weiteren Experiment, wurde das Kohlenstoffspektrum mit
unterschiedlichen Winkeln der Polarisationsebene der eingestrahlten Rontgenstrahlung
aufgenommen. Dabei wurde kein Einfluss des Winkels der eingestrahlten Strahlung
festgestellt. Daraus lasst sich schlieRen, dass es in dem Netzwerk zu keiner
Ausbildung einer Ordnung kommt und die Schicht als amorph beschrieben werden
kann. Daraus ableitbar scheint es nicht zu einer Kristallisation des PEG’s zu kommen.

Zur Bestimmung der Flachenkonzentration der COOH-Gruppen im Netzwerk
wurde mit Dansylcadaverin markiert. Zur Untersuchung der Kinetik der
Markierungsreaktion wurde die Fluoreszenzintensitdt nach unterschiedlichen

Reaktionszeiten gemessen (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Fluoreszenzintensitat von mit Dansylcadaverin markierten COOH-
Gruppen eines PEG-2000-Diamin-BTC-Netzwerkes nach  unterschiedlichen
Reaktionszeiten

Es ist zu erkennen, dass die Reaktion nach 180 min zu keiner weiteren Erhéhung der
Fluoreszenzintensitat fuhrt und der Umsatz konstant bleibt. Damit sind die Proben auch

bei einer Ausbeute kleiner 100% miteinander vergleichbar.
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Abbildung 36: Fluoreszenzspektrum von mit Dansylcadaverin markierten COOH-
Gruppen in einer PEG-2000-diamin-BTC-Schicht

Auf Basis dieser Ergebnisse wurden die COOH-Gruppen in einem PEG-2000-Diamin-
BTC-Netzwerk markiert (nach Netzwerkbildung in zwei Zyklen) und die
Fluoreszenzintensitat gemessen (Abbildung 36). Die Konzentration der COOH-
Gruppen wurde mit 292 pmol cm™ bestimmt. Zur Einordnung dieses Wertes kann auf

Ref. [60] verwiesen werden. In der Verdffentlichung wurde die Konzentration an
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COOH-Gruppen in einem PAA-Propfpolymer mit 400 nmol cm2 angegeben. Dieser
Wert ist um einen Faktor von 1400 groéRer als in den hergestellten Schichten.

Neben den COOH-Gruppen wurde die Konzentration der primaren
Aminogruppen im PEG-Netzwerk ermittelt. Dazu wurde wie in Abschnitt 4.2.1 mit
Fluram markiert und die Fluoreszenzintensitdt gemessen. Die Konzentration der
primaren Amine wurde mit 56 pmol cm? bestimmt und ist damit mindestens fiinfmal
kleiner als die Konzentration an COOH-Gruppen.

Um zu demonstrieren, dass der Ldsungsansatz fir Reaktionen mit anderen
Saurechloriden durchfiihrbar ist wurde BTC durch eine mit Thionylchlorid in ein
Saurechlorid Uberflihrte Propan-1,2,3-tricarbonsaure (PTC) ausgetauscht. Im C1s-
Spektrum sind die gleichen Komponenten wie im Spektrum einer PEG-2000-Diamin-
BTC-Schicht zu finden (Abbildung 37).

200 288 286 284
BE [eV]

Abbildung 37: C1s-Spektrum einer PEG-2000-Diamin-PTC-Schicht auf einem PE-
Substrat — 1: C-C- und C-N-Komponente, 2: C-O-Komponente, 3: CONH-Komponente,
4: COOH-Komponente

Mit einer Bindungsenergie von 285,0 eV lasst sich das Spektrum mit einer
Komponente auswerten, welche die Kohlenstoffatome des Substratmaterials
reprasentiert. Sie nimmt einen Anteil von 17,4 % an allen Kohlenstoffatomen ein.

(Schema 16). Dies deutet darauf hin, dass die Schicht etwas diinner als 10 nm ist.
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Schema 16: Netzwerkbildung  unter  Verwendung von Propan-1,2,3-
tricarbonsaurechlorid (PTC)

Eine Komponente, welche den sauerstoffgebundenen Kohlenstoff der EG-Einheiten mit
einer BE von 286,5 eV im Spektrum reprasentiert ist ebenfalls zu finden. Die
Komponente nimmt einen Anteil von 77,6 % ein. Der Kohlenstoff des Amids aus der
Reaktion zwischen dem PEG-Diamin und dem S&urechlorid Iasst sich bei einer
Bindungsenergie von 288,0 eV mit einem Anteil von 3,5 % bestimmen. Bei BE von
289,2 eV ist eine Komponente zu finden, die auf Kohlenstoff in COOH-Gruppen (1,5 %)
schliel3en lasst. Diese stammen aus nicht reagierten und im Anschluss hydrolysierten
COCI-Gruppen.

4.2.2.2 Maschenweite

Ahnlich der PEG-Diamin-GE-Netzwerken kénnen zwei verschiedene Produkte der

0 Q 0 0 0
o ™~ Jl o] [ o]
HN%\/ %\/ NH R%\/ NH AHNV\/ NH
n n n
¢
linear Einheit o

NH

\\_/

verzweigte Einheit

Netzwerkbildung formuliert werden (Schema 17).

Schema 17: Mdgliche Einheiten des auf der Oberflache des Substrates gebildeten
Netzwerkes

In einem Fall reagiert das Saurechlorid dreimal mit den PEG-Diaminen, dies fihrt zu

einer Verzweigung. Kommt es nur zu zwei Reaktionen, bildet sich eine lineare Kette
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aus. Findet nur eine Reaktion am BTC statt, entsteht eine Endgruppe oder es kommt
zu keinem Einbau in das Netzwerk, analog gilt dies fur die PEG-Diamine. Werden die
Verhaltnisse der Komponenten in den beiden Strukturelementen in Betracht gezogen,

kénnen wiederum tiefergehende Strukturinformationen abgeleitet werden.

Tabelle 12: Vergleich zwischen aus der Stdchiometrie berechneten Zusammensetzung
einer linearen und verzweigten Netzwerkeinheit und eines PEG-2000-Diamin-BTC-
Netzwerkes - links: Elementaranalyse; rechts: hochaufgeléstes C1s Spektrum
PEG 2000 BTC C [at%] O [at%] N[at%]| C=C C-N C-O CONH COOH

[%]  [%]  [%] (%] %]
linear 66,5 32,2 1,3 5,9 2,0 89,1 2,0 1,0
verzweigt 66,2 32,4 1,4 3.1 2,1 92,7 2,1 0,0
Experiment 68,6 30,1 1,3 2,5 3,5 90,1 3,5 04

Dazu werden die theoretischen Werte aus der Stéchiometrie mit den experimentell
ermittelten Werten einer PEG-2000-Diamin-BTC-Schicht verglichen (Tabelle 12). Im
Experiment wurde ein etwas hoherer Kohlenstoffanteil gemessen, dieser kann auf
1s-Elektronen aus dem Substratmaterial hindeuten. Besonders auffallig ist der
Unterschied in der Konzentration der COOH-Gruppen. Durch die isolierte Position
konnen genauere Aussagen zur Konzentration der Komponente getroffen werden.

Zur Analyse der Abstande zwischen zwei Verzweigungen wird folgendes Modell
aufgebaut. Die Vernetzungspunkte werden durch COOH und CONH-Gruppen
reprasentiert. Eine lineare Einheit besteht aus einer COOH-Gruppe. Im Gegensatz
dazu weist eine Verzweigung keine COOH-Gruppen auf. Das Verhaltnis der Summe
aus COOH- und CONH-Komponenten bezogen auf die C-O-Bindungen in den EG-
Einheiten beinhaltet die Information Uber die tatsachliche Lange einer PEG-Kette im
Netzwerk. Fir die Elementaranalyse sind die Verhaltnisse von Kohlenstoff-, Sauerstoff-
und Stickstoffatomen interessant. In Tabelle 12 sind die Unterschiede in der
Zusammensetzung zwischen linearen und verzweigten Einheiten erkennbar. Die
Zusammensetzung wird davon beeinflusst ob lineare oder verzweigte Einheiten
vorliegen. Daraus lasst sich der Abstand zwischen zwei Verzweigungen berechnen. In
den Formeln wird von linearen Einheiten ausgegangen, welche durch eine
Verzweigung eine zusatzliche Kette erhalten. Die Elementarkonzentration kann

demzufolge nach den folgenden Gleichungen (8) berechnet werden:
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CIin + nverszPEG

C,.+0. +N =[Cl
ges ges ges
Oin + NermOpec _ [0] (8)
Cles T Oges T Ny
N, +n...N

lin verzw "~ PEG Z[N]
Cges + Oges + Nges

Xiin stellt die Anzahl der Atome eines jeweiligen Elementes in einer linearen Einheit dar.
[X] reprasentiert den Anteil des jeweiligen Atoms in at %. Die Zunahme der Anzahl an
Atomen durch eine Verzweigung wird durch den Faktor n.w ausgedruckt. Bildet jede
lineare Einheit eine Verzweigung aus liegt nyew bei 1, was auch dem Maximalwert und
damit der Zusammensetzung einer verzweigten Einheit entspricht. Wurde keine
Verzweigung gebildet, ist Nyrw = 0, und es liegen nur lineare Einheiten vor.
Demzufolge liegt Nyerw zwischen 0 und 1. Der Faktor nye, beinhaltet die Information
Uber das Verhaltnis von linearen zu verzweigten Einheiten. Liegt nyerw beispielsweise
bei 0,5 ist jede zweite Einheit im Netzwerk verzweigt. Zur Auswertung wird Nyerw SO
variiert, dass das Modell die experimentellen Daten am besten beschreibt, d.h. die
Differenz zwischen experimentellen und theoretischen Werten minimiert wird. Die
Verhaltnisse der Elemente sind durch die eingesetzten Edukte vorgegeben.

Far das C1s-Spektrum kann die Berechnung auf ahnliche Weise durchgefuhrt
werden. Der Aufbau der Gleichungen (9) ist analog der Elementaranalyse, nur werden

die Atome aus der Elementaranalyse durch die Komponenten im C1s-Spektrum

ersetzt:
{C =C}Iin :[{C :C}]
{C = C}ges + {C - N}ges + {C _O}ges + {CONH }ges + {COOH }ges
{C_N}Iin+nverzw{C_N}PEG Z[{C—N}]
{C = C}ges + {C - N}ges + {C _O}ges + {CONH }ges + {COOH }ges
{C _O}Iin F Nyerzw {C _O}PEG — [{C —O}] (9)
{C = C}ges + {C - N}ges + {C _O}ges + {CONH }ges + {COOH }ges
{CONH }Iin + nverzw {CONH }PEG — [{CONH }]
{C = C}ges + {C - N}ges + {C _O}ges + {CONH }ges + {COOH }ges
{COOH }Iin ~ MNyeraw {COOH }BTC — [{COOH }]

{C=C} s +{C N} +{C -0}, + {CONH } ,  +{COOH}

ges

Es wird wiederum davon ausgegangen das lineare Einheiten vorliegen, von denen
einige durch eine zusatzliche Kette zu einer verzweigten Einheiten reagieren. Die

Werte in den geschweiften Klammern stellen die jeweilige Anzahl der Atome dar, die
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der entsprechenden Komponente zugeordnet sind. Diese sind durch die Stéchiometrie
vorgegeben. Der variable Parameter ist wiederum nyerpweigt-

Einen besonders deutlichen Indikator fir den Grad der Verzweigung stellt der
Kohlenstoff in COOH-Gruppen dar, der sich im Spektrum, auf Grund seiner isolierten
Position, gut quantifizieren Iasst. Ist Nyeweigt = 0, liegen keine Verzweigungen vor und
an jedem Vernetzungspunkt befindet sich eine COOH-Gruppe, liegen ausschliellich
verzweigte Einheiten vor ist Nyerweigt = 1 (0der 100%). Dann waren dem Modell nach
keine Kohlenstoffatome in COOH-Gruppen im Spektrum zu erkennen. Der variable
Parameter nyenweigt Wird nun so gewahlt, dass die experimentellen Daten am besten
beschrieben werden. Aus dem Verhaltnis, bzw. dem Anteil von verzweigten Einheiten
kann wiederum der mittlere Abstand zwischen zwei Verzweigungen berechnet werden.

In Tabelle 13 werden die Modelldaten mit den experimentellen Werten
verglichen.

Tabelle 13: Vergleich zwischen den experimentellen Daten eines PEG-2000-Diamin-
BTC-Netzwerkes mit den Werten aus dem aufgestellten Modell

PEG 2000 BTC C [at%] O [at%] N[at%]] C=C C-N C-O CONH COOH
[%] [%] [%] [%] [%]
Experiment 68,6 30,1 1,3 2,5 3,5 90,1 3,5 0,4
Modell 66,5 31,9 1,6 4.7 24 90,1 24 0,4

Die vorgestellte Losung zeigt, dass der mittlere Abstand zwischen zwei Verzweigungen
26 nm betragt (Nyerzw~> 0,5). Eine PEG-Kette im Netzwerk besteht im Durchschnitt aus
38 EG-Einheiten (1 EG-Einheit = 0,342 nm)® | dieser Wert ist etwas kleiner ist als die
zu erwartenden Grofie von 45 EG-Einheiten, basierend auf der Zusammensetzung des
Oligomers. Eine mdgliche Erklarung ist, dass die PEG-Oligomere mit einer niedrigeren

Molmasse bevorzugt eingebaut werden.

Eine Moglichkeit, die Steglange zu variieren, ist der Einsatz von langeren PEG-
Ketten wie beispielsweise PEG-3000-Diaminen, wie schon im vorhergehenden
Abschnitt gezeigt wurde. Ein weiterer Ansatz ist die Variation der Steglange durch
Veranderung der Reaktionsbedingungen und damit die bevorzugte Bildung von
linearen oder verzweigten Einheiten.

Nach dem Aufdampfen des Saurechlorides wird die Netzwerkbildung durch
Benetzen mit einem Losemittel vervollstandigt. Die Folie mit dem PEG-Diamin und
dem Saurechlorid wurde Uber das Einleiten des Losemittels in die Apparatur, durch
Dippen und durch Schwenken in verschiedenen L&semittel benetzt. Die besten

Ergebnisse lieferte das Benetzen durch Schitteln in Aceton. Das alleinige Dippen in
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das LoOsungsmittel war nicht ausreichend. Ist der Wassergehalt in dem dunnen
Reagenzienfilm auf der Oberflache zu grof3, wie es beim Dippen der Fall sein kann, ist
die Reaktion mit dem Wasser aus der Luft schneller als mit dem Diamin. In der Folge
bilden sich keine langen Ketten aus. Ist mehr als eine COCI-Gruppe in dem
trifunktionellen BTC hydrolysiert, ist die Bildung von linearen Einheiten bzw. langeren

Ketten nicht méglich.

6 3
— 11T 1T
292 290 288 286 284
BE [eV]

Abbildung 38: C1s-Spektrum der funktionalisierten Oberflache nach starker Hydrolyse
des Saurechlorides — Komponenten: 1 = C=C bei 284,8 eV; 2 = C-C bei 285,0 — 285,2
eV; 3 = C-N bei 285,5 eV; 4 = C-O bei 286,5 eV; 5 = CONH bei 288,0 — 288,2 eV; 6 =
COOH/COOR bei 289,6 eV

Besonders deutlich Iasst sich eine unvollstandige Netzwerkbildung an dem Anteil der
COOH-Komponente erkennen. Diese kann der Stochiometrie nach selbst bei einer
linearen Verknlipfung der PEG-2000-Diamine einen Anteil von einem Prozent aller
Kohlenstoffatome nicht Ubersteigen. In dem abgebildeten C1s-Spektrum (Abbildung
38) betragt der Anteil 7 %. Eine mogliche Erklarung dafir ist die Hydrolyse des
Saurechlorides. Auf Grund des hohen Anteils der C-O-Komponente lasst sich darauf
schlielRen, dass auch einige PEG-Oligomere mit dem BTC reagiert haben. Es kann
nicht von einem Netzwerk gesprochen werden. Die Versuche haben gezeigt, dass die
alleinige Tauchbeschichtung nach der Reaktion in einem Acetonbad unter der
Laboratmosphére nicht ausreichend ist, um die Hydrolyse, eine ,Nebenreaktion®, zu
minimieren. Der sich nach dem Tauchen des Substrates in Aceton ausbildende
Lésemittelfilm ist dinn und damit die Kontaktflache zur (wasserhaltigen) Atmosphare
bezogen auf das Volumen des Filmes gro3. Zudem verdampft das Aceton schnell.
Dabei kihlt die Oberflache ab und das Wasser aus der Atmosphare kondensiert auf

der Oberflache, was zu einer verstarkten Hydrolyse der Saurechloride fiihren kann.
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Gelingt es jedoch die Hydrolyse zu kontrollieren, stellt dieser Weg eine
Moglichkeit dar den Vernetzungsgrad zu variieren. Dazu wurden die Folien nach dem
Aufdampfen des Saurechlorides in Acetonlésungen mit Wassergehalten zwischen 0,01
und 1% geschwenkt. Der Anteil der COOH-Komponente liegt zwischen 0,45 — 0,60 %,
was auf die Bildung eines Netzwerkes schlief3en lasst. Demnach kann der Abstand
zwischen zwei Verzweigungen, ausgehend vom bisher ermittelten, auf Gber 26 nm bis
hin zu Bildung von linearen Ketten erhéht werden.

In einer weiteren Versuchsserie wurde der Einfluss der Bedampfungszeit mit dem
Saurechlorid BTC auf mit unterschiedlichen Mengen an PEG-2000-Diamin beladene

Polymeroberflachen untersucht (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Veranderung des Anteils der COOH-Komponente im C1s-Spektrum mit
der Aufdampfzeit — schwarz: PEG-2000-Diamin-Lésung in EtOH (Konzentration 10
mmol I"); rot: PEG 2000-Diamin-Lésung (Konzentration 20 mmol I'")

Unter Verwendung von PEG-2000-Diamin (aus einer 10 mmol I"'-Lésung) bildet sich
nach den Berechnungen aus Abschnitt 4.2.1.3 eine ca. 122 nm dicke Schicht auf der
Oberflache aus. Nach einer Bedampfungszeit von Uber 30 s steigt der Anteil der
COOH-Komponente in den Spektren des Reaktionsproduktes von 0,5 % bis 0,8 %.
Eine maogliche Erklarung ist, dass durch die langere Aufdampfzeit mehr Molekule vom
BTC auf der Substratoberflaiche aufkondensieren und der Uberschuss beziiglich des
Diamins immer gréRer wird. Durch den gréReren Uberschuss des BTC'’s reagieren
weniger COCI-Gruppen mit den primaren Aminen und hydrolysieren anschlief3end,
nach dem Beliften der Anlage, zu COOH-Gruppen. Nach Verdopplung der Menge des
PEG-2000-Diamins auf der Oberflache (ca. 244 nm) bleibt der Anteil an COOH-

Gruppen Uber den betrachteten Zeitraum konstant. Dies lasst darauf schlieRen, dass
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der Uberschuss des S&urechlorides nicht groR genug ist, um die Ausbildung von

linearen Ketten bzw. Terminierungen zur bevorzugten Reaktion werden zu lassen.

4.2.2.3 Schichtdicke

Neben der Maschenweite wurde ebenfalls die Variation der Schichtdicke des
Netzwerkes untersucht. Dazu wurde wiederum die Ellipsometrie verwendet und auf die
Methodik aus Abschnitt 4.2.1 aufgebaut. Es wurde davon ausgegangen, dass die
Schichtdicke der Gelschicht von der aufgetragenen Menge des PEG-Diamins abhangig
ist. Daneben sollte ebenfalls die Aufdampfzeit des Saurechlorids die Schichtdicke des
Endproduktes beeinflussen.

Es zeigte sich, dass eine ca. 122 nm dicke Schicht (theoretisch) des
Ausgangsstoffes, PEG-2000-Diamin (aus einer 10 mmol I' Lésung), schon nach 10 s
Aufdampfzeit zu einer konstanten Dicke des Reaktionsproduktes (Netzwerk) fihrt. Fur
eine 244 nm (theoretisch) dicke Schicht (aus einer 20 mmol I Lésung) wird eine
konstante Schichtdicke nach 60 s erreicht (Abbildung 40) wird.
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Abbildung 40: Veranderung der Schichtdicke mit der Aufdampfzeit — schwarz: PEG-
2000-Diamin (aus 10 mmol I"' Lésung); rot: PEG 2000-Diamin (aus 20 mmol I' Lésung)

Die analog Abschnitt 4.2.1.3 (nach Formel 6) berechneten Schichtdicken werden nicht
erreicht. Dies lasst sich damit erklaren, dass ein Teil des PEG-Diamins durch das
Eintauchen in die Aceton-Lésung abgewaschen wird, bevor es reagiert. Die Konstanz
der Schichtdicke nach einer bestimmten Zeit, kann darauf hindeuten, dass die durch
die Reaktion gebildeten Fragmente ab einer bestimmten GroRe nicht mehr an die

Oberflache anbinden und durch die Reinigung entfernt werden.
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Die Schichtdicke kann ebenfalls Uber die Anzahl an Reaktionszyklen beeinflusst
werden (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Zunahme der Schichtdicke eines PEG-2000-Diamin-BTC-Netzwerkes
(aus einer 10 mmol I" Lésung) mit Wiederholung des Reaktionszykluses

Es kann ein linearer Zuwachs festgestellt werden. Pro Zyklus ergibt sich eine Zunahme
der Schichtdicke von ca. 8 nm.
Die Quellung der PEG-Diamin-Netzwerke zu Gelschichten wurde analog dem

schon vorgestellten Verfahren untersucht.
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Abbildung 42: Quellkinetik einer PEG-2000-Diamin-BTC-Gelschicht in einem
wassergesattigtem Stickstoffstrom

Dabei wurde ein Quellfaktor von 2,2 — 2,5 ermittelt. Dieser Wert liegt im gleichen
Bereich der PEG-Diamin-GE-Gelschicht. Dies zeigt, dass das Quellverhalten selbst

wenig von dem niedermolekularen (trifunktionellen) Edukt beeinflusst wird.
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4.2.2.4 Stabilitat

Es wurde die pH-Stabilitdit der PEG-Diamin-BTC-Netzwerke in Pufferlésungen bei
unterschiedlichen pH-Werten getestet. Es zeigt sich, dass die Schichten innerhalb von
einer Stunde stabil sind. Einzig bei pH-Wert 3 scheint es zur Hydrolyse der Schicht zu
kommen, was an dem deutlichen Abfall der Sauerstoffkonzentration in der
Elementaranalyse zu erkennen ist (Abbildung 43). Die Experimente kdnnen allerdings
nur einen Hinweis auf die Abspaltung der gesamten Schicht geben. Untersuchungen

die den Abbau des Netzwerkes selbst betrachten sind wesentlich aufwendiger.
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Abbildung 43: Konzentration des Sauerstoffes als Indikator flr die Stabilitdt der
Funktionalisierung in Puffersystemen mit unterschiedlichem pH-Wert

Die Daten =zeigen, dass die Hydrogelschichten im pH-Bereich der meisten

biochemischen Experimente (~ pH 7) eine hohe Stabilitat aufweisen.

4.2.2.5 Homogenitat

Zur Uberpriifung der Homogenitat der PEG-Diamin-BTC-Schichten wurden REM-
Aufnahmen durchgefiihrt. Dazu wurde ein PE-Film auf einem goldbeschichteten

Substrat mit einer Gelschicht versehen.
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00040965 . —— 5um e

Abbildung 44: REM-Aufnahme einer PEG-Diamin-BTC-Schicht nach Bedampfen mit
Platin

Es lassen sich ein paar helle Stellen und Schaden auf der Probe erkennen, es sind
aber keine deutlichen morphologischen Abweichungen festzustellen. Einzig der Riss
am unteren Rand der Aufnahme scheint einer Diskussion zu bedurfen. Der Riss
befindet sich am unteren Ende der Probe. Dies ist der Bereich, an dem es zur Stauung
des LoOsemittels wahrend des Tauchbeschichtungsprozesses kommt und welcher
daher eine hohere Schichtdicke aufweisen kann, als die Schicht in der Mitte des

Substrates.

4.3  Variation der Dichte und Art der funktionellen Gruppen

4.3.1 Veranderung der Konzentration an funktionellen Gruppen

Im folgenden Abschnitt werden Wege vorgestellt mit denen die Konzentration und die
Art der funktionellen Gruppen variiert werden kann. Ziel ist es weitere funktionelle
Gruppen in das Netzwerk zu integrieren und/oder die Konzentration der vorhandenen
zu verandern. Dazu gibt es zwei prinzipielle Wege:

A: Zum einen konnen die nicht abreagierten Gruppen aus der Netzwerkbildung
fir weitere Funktionalisierungen oder die Immobilisierung von biologisch aktiven
Molekulen Verwendung finden. Dies sind in den PEG-Diamin-GE-Netzwerken primare
Amine, OH-Gruppen und Epoxide. Bei den PEG-Diamin-BTC-Netzwerken stehen

COOH-Gruppen fur weitere Umsetzungen zur Verfigung. Die Konzentration der

90



4 Ergebnisse

Gruppen wird, entsprechend der vorhergehenden Betrachtungen, im unteren pmol cm™
Bereich liegen.

B: Die zweite Moglichkeit besteht darin, geeignete Moleklile an der
Netzwerkbildung zu beteiligen. Die Voraussetzung daflr ist, dass die Molekule nur mit
einer Gruppe an der Reaktion teilnehmen oder die anderen funktionellen Gruppen
langsamer oder nicht reagieren. Dabei wird im Gegensatz zur Methode A in die
Netzwerkbildung eingriffen. Dadurch muss sich die Maschenweite erhdhen, was
beispielweise flr die Immobilisierung von Proteinen von Vorteil sein kann.

In einem ersten Beispiel wird gezeigt, dass sich durch die Reaktion der COOH-
Gruppen eines PEG-Diamin-BTC-Netzwerkes mit 2-Methoxyethylamin nach Methode
A die Konzentration der COOH-Gruppen graduell reduzieren lasst (Schema 18).

EDC/NHS
RT
30 min 0

0 —_—
—COOH + " Np,

N/\/O\
H

Schema 18: Kopplung von 2-Methoxyethylamin an eine COOH-Gruppe in einem
Netzwerk Uber die EDC/NHS-Methode

Ist eine homogene Reaktionsfliihrung gewahrleistet, kdnnen Oberflachen mit einem
Konzentrationsgradienten versehen werden. Gradienten an funktionellen Gruppen
kénnen Verwendung finden, um konzentrationsabhangige Zellanlagerung oder
Wechselwirkungen mit Proteinen zu studieren. Ein Gradient kann beispielweise durch
eine Relativbewegung eines Flissigkeitsspiegels gegen eine Substratoberflache
erreicht werden. Durch die Relativbewegung stehen Bereiche des Substrates
unterschiedliche Zeiten mit der Reaktionslosung in Kontakt, diese zeigen dann einen
héheren Umsatz. In den hier vorgestellten Untersuchungen wurde dazu ein
Objekttrager aus COC verwendet. Im Anschluss werden die funktionellen Gruppen im
PEG-Netzwerk mit Dansylcadaverin markiert und die Fluoreszenzintensitat bestimmt
(Abbildung 45).

Der Konzentrationsbereich der COOH-Gruppen des mit dieser Methode
hergestellten Gradienten liegt zwischen 290 pmol cm? bis 210 pmol cm™. Werden
diese Werte durch die mit Ellipsometrie gemessene Schichtdicke von 90 nm (30 nm
trocken; Quellfaktor 3) dividiert, lasst sich die Volumenkonzentration mit 32 ymol cm™

bis 23 pmol cm™ bestimmen.
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Abbildung 45: Fluoreszenzspektrum der mit Dansylcadaverin markierten COOH-
Gruppen einer PEG-2000-Diamin-BTC-Gelschicht nach partieller Absattigung mit 2-
Methoxyethylamin — blaues Rechteck: Objekttragerformat

Durch die Zugabe eines Molekils, welches nur mit einer Gruppe an der
Netzwerkbildung beteiligt ist, kann die Konzentration einer funktionellen Gruppe erhéht
oder eine neue Gruppe eingefuhrt werden (Methode B). Als Modellsubstanz wurde
Alanin gewahlt, welches in einem PEG-BTC-Netzwerk chemisch gebunden wird. Das
Substrat wurde in  PEG-2000-Diamin  Ldsungen  mit  unterschiedlicher
Alaninkonzentration getaucht und anschlie®end mit BTC vernetzt. In den C1s-Spektren
lasst sich eine Erhéhung des Anteils der COOH-Komponente mit steigender

Konzentration von Alanin in der PEG-Diamin-Lésung erkennen (Abbildung 46).

291 290 289 288 287 286 285 284
BE [eV]
Abbildung 46: C1s-Spektrum eines PEG-2000-Diamin-BTC-Alanin-Netzwerkes -

Zugabe von Alanin in die PEG-2000-Diamin-Lésung — Konzentration von Alanin in

F’1EG-2000-Diamin-Lésung: 1: ohne Alanin; 2: 0,1 mmol I'"; 3: 0,2 mmol I'"; 4: 0,6 mmol
r
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Mit steigender Alaninkonzentration nimmt der Anteil der C-C-Komponente (284 eV bis
285,5 eV) ebenfalls zu, dies deutet darauf hin, dass die Schichtdicke des Netzwerkes
auf der Oberflache abnimmt. Dies ist damit zu erklaren, dass das Saurechlorid
bevorzugt mit dem Alanin reagiert, da die PEG-Diamin-Oligomere im Vergleich einen
kleineren Diffusionskoeffizienten aufweisen. Zur Unterstitzung der XPS—Messungen
wurden  Fluoreszenzspektren, nach Markierung der COOH-Gruppen mit
Dansylcadaverin, aufgenommen (Abbildung 47).

3000

| [keps]

2500-
2000-
1500
10004 1

500

0 L B L L I L R B L B R B R R
400 450 500 550 600 650
A [nm]

Abbildung 47: Fluoreszenzspektren der Erhéhung der Konzentration an COOH-
Gruppen durch Einbau von Alanin in das Netzwerk — Alaninkonzentration in Lésung:
mol I, 2: 0,1 mmol I'"; 3: 0,2 mmol I'*; 4: 0,6 mmol I’

Aus den Fluoreszenzintensitaten lassen sich die Konzentrationen an COOH-Gruppen
mit 0,6 bis 0,8 nmol cm™ berechnen. In einer 90 nm Gelschicht Iasst sich daraus eine
Volumenkonzentration von 66,7 umol cm™ bis 88,9 pmol cm™ bestimmen, somit liegt

der mittlere Abstand der funktionellen Gruppen zwischen 2,7 nm bis 2,9 nm.

4.3.2 PEG-Diamin-Biotin-Netzwerke

Im vorhergehenden Abschnitt wurde gezeigt, dass durch die Beteiligung eines dritten
Eduktes weitere funktionelle Gruppen in das Netzwerk eingefthrt werden kénnen. Wird
ein biologisch aktives Molekul in dem Netzwerk gebunden, konnen viele Anwendungen
erschlossen werden. Dies kdnnen zum einen Mikroarrays oder Bioreaktoren sein. So
kdnnen beispielweise Proteine gezielt immobilisiert werden. Dies kann zum einen Uber
COOH-Gruppen geschehen. Ein weiterer, sehr verbreiteter Weg ist die Bindung des
Proteins Streptavidin an Biotin.'"? Voraussetzung einer gezielten und damit
spezifischen Immobilisation von Proteinen ist das Unterbinden einer unkontrollierten

Kopplung des Proteins an die Substratoberflache. Verhalten sich die Proteine in der
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Gelschicht zusatzlich noch wie in ihrer natlirlichen Umgebung, kdnnen verbesserte
Experimente zur molekularen Erkennung durchgefihrt werden. Die ,molekulare
Erkennung” findet in der Natur in vielfacher Form statt."*"! Dabei gehen zwei Molekiile
Uber eine raumliche Wechselwirkung eine Bindung ein. Ein Beispiel fur eine
Wechselwirkung auf Basis der ,molekularen Erkennung® ist die schon angesprochene
Biotin-Streptavidin-Interaktion. Dabei wird der Biotin-Rest vom Protein Streptavidin
spezifisch erkannt.[''2'%® Diese Methode ist sehr weit verbreitet.1'2%49 Es existieren
zahlreiche Proteine mit einem Biotin-Rest, welche sich dann (ber Streptavidin
kontrolliert fixieren lassen.

Um eine Biotin-Einheit in den Netzwerken zur Verfliigung zu stellen, wurde
Biotinyl-3,6-dioxaoctandiamin (Biotin-Amin) in die Reaktion einbezogen. Dazu wurde
die Substanz analog dem Alanin in die Reaktionslésungen gemischt. Das Biotin-
Derivat nimmt mit seiner primaren Aminogruppe an der Netzwerkbildung teil und wird
als sekundares Amin (in den PEG-Diamin-GE-Netzwerken) oder als Amid (in den PEG-

Diamin-BTC-Netzwerken) gebunden.

\
COOH

ZT

N S [ )=o

N
H

Schema 19: Reaktion des Biotin-Amin-Derivates mit seiner primaren Aminogruppe
wahrend der Netzwerkbildung — rechts: PEG-Diamin-BTC-Netzwerk; links: PEG-
Diamin-GE-Netzwerk
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Zum Nachweis der spezifischen Bindung von Streptavidin an Biotin in den
Gelschichten wurden Durchflussversuche mit Losungen eines fluoreszenzmarkierten
Streptavidins durchgefthrt. Fir diese Experimente wurde ein Durchflusszelle gebaut
(siehe Abschnitt 3.2.5). Dieser Aufbau ermoglicht es die Fluoreszenzintensitat eines
farbstoffmarkierten Streptavidins in einer Schicht wahrend eines Spllprozesses zu
verfolgen. Zur Evaluierung des Aufbaus wurden mehrere Versuche mit dem gleichen

Substrat durchgefiihrt. Die Intensitats-Zeit-Verlaufe sind Uberlagert in Abbildung 48

dargestellt.
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Abbildung  48: Evaluierung des  Aufbaus:  Auswaschverhalten  eines
fluoreszenzmarkierten Proteins (Streptavidin-FITC) aus einer Hydrogelschicht (PEG-
3000-Diamin-GE)

Dazu wurde die Durchflusszelle mit einer Losung eines markierten Proteins gefiillt und
im Anschluss mit PBS-Puffer durchspiilt (vgl. 3.2.5). Der prinzipielle Verlauf der Kurven
lasst sich wie folgt beschreiben:

Wahrend der deutlichen Abnahme der Intensitat am Anfang der Kurve wird das
Flissigkeitsvolumen Uber der Substratoberflache abgesaugt. Der fir die Untersuchung
interessante Bereich folgt zeitlich auf diesen Anschnitt (nach ca. 30 ms). Dabei wird

das Streptavidin-FITC durch die stromende Flissigkeit von der Oberflache entfernt.
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Abbildung 49: Fluoreszenzintensitdt von Streptavidin-FITC (0,1 mg ml'-Lésung)
wahrend des Auswaschens aus verschiedenen Gelschichten bzw. wahrend des
Abwaschens von einer COC-Oberflache — schwarz: COC-Platte; blau: PEG-2000-
Diamin-BTC-Gelschicht; orange: PEG-2000-Diamin-GE-Gelschicht; rot: PEG-3000-
Diamin-GE-Gelschicht; griin: PEG-2000-GE-Gelschicht mit Biotin

Es lasst sich ein Unterschied in den zeitlichen Verlaufen der
Fluoreszenzintensitat zwischen Experimenten mit einer COC-Platte als Substrat zu
einer mit einem Gel funktionalisierten Platte feststellen (Abbildung 49). Wird eine
unfunktionalisierte COC-Platte untersucht vergehen ca. 170 ms bis eine konstante
Fluoreszenzintensitat erreicht wird. Befindet sich auf der Platte jedoch eine Gelschicht
wird eine konstante Fluoreszenzintensitat innerhalb von 20 ms festgestellt. Dies deutet
darauf hin, dass die Bindung von Streptavdin-FITC in einer Gelschicht ohne Biotin klein
ist. Die Unterschiede in den Intensitats-Zeit-Verldufen sind zwischen den
verschiedenen Gelschichten gering. Wird ein Netzwerk verwendet, das mit Biotin-
Gruppen versehen ist, nimmt die Fluoreszenzintensitat nicht ab. Dies deutet darauf hin,
dass es zu einer Immobilisierung des Streptavidins an den Biotin-Gruppen kommt. Um
ihre Stabilitat zu prifen wurden alle mit Netzwerken versehenen Substrate mit XPS auf
ihre Veranderungen untersucht.

Ein weiterer zu beachtender Punkt ist die Diffusion von makromolekularen
Verbindungen (z.B. Proteinen) in den Gelschichten. Besonders flir sensorische
Anwendungen kann die langsame Diffusion grof3er Molekile eine Limitierung sein.!"*!
Es zeigte sich, dass in den vorgestellten dinnen und weitmaschigen
Hydrogelschichten die Diffusionskonstante ausreichend gro3 ist um kurze
Analysenzeiten zu gewahrleisten. Der Wert der Diffusionskonstante liegt in der

Groflenordnung eines Proteins in Wasser. Neben einer ausreichend grof3en
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Diffusionskonstante miuissen die Filme dinn sein, damit sich biologisch aktive
Makromolekule gleichmaRig in der Schicht verteilen.

In anderen Versuchen wurde die Konzentration des Biotins in den Gelschichten
variiert. Dazu wurde das Biotin-Derivat in unterschiedlichen Konzentrationen den PEG-
Diamin-Lésungen beigemischt. Nach der Synthese der Gelschichten und der
Reinigung wurden die funktionalisierten Substrate in eine Ldsung von Streptavidin-
FITC (0,1 mg ml™") in PBS-Puffer gelegt. Nach einem Waschschritt wurden XPS- und
Fluoreszenzspektren aufgenommen. In den Fluoreszenzspektren (Abbildung 50) lasst
sich erkennen, dass mit der Erhéhung der Konzentration des Biotin-Amins die
Fluoreszenzintensitat ebenfalls groRer ist. Es ist eine Korrelation zwischen dem Biotin-
Gehalt in den Gelschichten und der Fluoreszenzintensitat zu erkennen. Wenn das
Biotin-Derivat in das Netzwerk eingebaut ist kann aus den hochaufgelésten Spektren
ein Schwefelgehalt um 0,04 % ermittelt werden. Zusatzlich lasst sich eine leichte
Erhéhung des Stickstoffgehaltes finden, wenn Streptavidin-FITC an den Biotin-
Gruppen immobilisiert wurde.

Zur Ermittlung des Hintergrundes, wurde ein gelbeschichtetes Substrat ohne
Biotin in die Streptavidin-FITC-L6sung gelegt. In der Abbildung 50 ist zu erkennen,
dass die gemessene Intensitat im Vergleich zu einer Gelschicht mit Biotin deutlich
geringer ist. Dies zeigt, dass die unkontrollierte Adsorption des Streptavidins klein ist
und daher eine spezifische Bindung des Proteins an das Biotin in den Gelschichten
stattfindet.
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Abbildung 50: Erkennung von Biotin durch Streptavidin-FITC in einer PEG-Diamin-GE-
Hydrogelschicht hergestellt bei 35°C — A: PEG-2000-Diamin-GE-Schicht ohne Biotin;
B: PEG-2000-Diamin-Biotin-Amin (Lésung: 0,07 mmol I'"); C: PEG-2000-Diamin-GE-
Biotin-Amin (Lésung: 0,27 mmol I'"); D: PEG 3000-Diamin-GE-Biotin-Amin (L&sung:
0,27 mmol I'") — in Klammern: Konzentration des Biotin-Derivates in Lésung
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Neben den GE-Schichten wurden auch die PEG-Diamin-BTC-Gelschichten mit dem
Biotin-Derivat versehen und analog die Fluoreszenz- und XPS-Spektren (Abbildung 51)
aufgenommen. Bei den PEG-Diamin-BTC-Gelschichten lasst sich ebenfalls eine
Zunahme der Fluoreszenzintensitat mit steigender Biotin-Konzentration feststellen. In
den hochgelésten XPS-Spektren lasst sich Schwefel nach dem Einbau von Biotin in

das Netzwerk nachweisen.

— 500 40—
7 5 40 e
° F35 2
— 4004 .
(30 §
' ' o
3001 25 %
L 20 o%
200+ [ 15
-10
100- .
/j\ °
0 . . . . 0
500 550 600 650
A [nm]

Abbildung 51: Erkennung von Biotin durch Streptavidin-FITC in einer PEG-Diamin-
BTC-Hydrogelschicht: A: PEG-2000-Diamin-BTC-Gel ohne Biotin-Amin; B: PEG 2000-
Diamin-BTC-Biotin-Amin (Konzentration: 0,13 mmol I'1); C: PEG-2000-Diamin-BTC-
Biotin-Amin (Konzentration: 0,27 mmol I'1); D: PEG-3000-Diamin-BTC-Biotin-Amin
(Konzentration: 0,2 mmol ') — in Klammern: Konzentration des Biotin-Derivates in
Lésung

Die C1s-Spektren der mit einem PEG-Diamin-Netzwerk versehenen Substrate weisen
die gleichen Verhaltnisse der Komponenten wie die nicht mit Biotin funktionalisierten
Gelschichten auf und sind daher nicht abgebildet.

Mittels dieses Weges kann in den vorgestellten Versuchen eine
Maximalkonzentration des Streptavidin-FITC von 38 pmol cm? ermittelt werden. Wird
dieser Wert mit der auf einer Flache theoretisch erreichbaren Maximalkonzentration
(ermittelt aus rein geometrischen Uberlegungen) von 6,7 pmol cm™? 9 verglichen’,
ergibt sich eine Erhéhung der Kapazitat um einen Faktor 5,7. Es wird mehr Streptavidin
detektiert als auf einer ,2D“ Oberflache gebunden sein kann. Damit der Nachweis
erbracht werden kann, dass das Streptavidin tatsachlich an das Biotin angebunden hat,

mussen die Vergleichsmessungen mit Gelschichten ohne Biotin herangezogen
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werden. Diese zeigen eine deutlich geringere Fluoreszenzintensitat. Damit kann
gezeigt werden, dass das Streptavidin in mehreren Lagen in den Gelschichten am
Biotin immobilisiert wird.

Die Dicke der hergestellten Schichten kann im gequollenen Zustand mit
mindestens 100 nm angenommen werden. Dabei stutzt sich diese Annahme auf die
bisher  durchgefihrten  Untersuchungen  mittels  Ellipsometrie.  Aus  der
Flachenkonzentration lasst sich die Volumenkonzentraton mit 3800 pmol |
(3,8 pmol cm®) ermitteln. Alle Schritte erfolgten ohne die in biosensorischen

Anwendungen Ubliche Blockierung freier Bindungsstellen mit zum Beispiel BSA.?!
Protein A —1gG

Die Immobilisation von Streptavidin kann ein erster Schritt zur Verwendung der
Gelschichten als Material fir einen Biosensor sein. Zur Demonstration einer
komplexeren Erkennung wurde Protein A und ein Antikdrper als Modell ausgewanhlt.
Ein ahnliches Modell fir Erkennungsexperimente ist beispielsweise in Ref. [21]
beschrieben. Protein A ist in der Lage verschiedene IgG’s spezifisch zu binden."*"! Der
Durchmesser von Protein A wird in Lésung mit 3 nm angegeben.!*? IgG bindet mit der
Fc-Bindungseinheit an das Protein A (Abbildung 52).1%% Das IgG hat einen

hydrodynamischen Radius von 5,5 nm. "%

> F .- Teil

> F-Teil

Abbildung 52: Schematische Darstellung eines Antikdrpers mit den aktiven Teilen — F,
und F.

Zuerst wird das Streptavidin an einem Biotin-Molekil in der Gelschicht
immobilisiert. Damit das Protein A angebunden werden kann, wurde es mit einem
Biotin-Rest versehen (kommerziell erhaltlich). Im nachsten Schritt wird das Biotin-
Protein-A mit dem Biotin-Rest Uber Streptavidin gekoppelt. Dabei wird ausgenutzt,

dass Streptavidin vier Biotin-Einheiten binden kann. Das Protein A wird im Anschluss

Die GroRRe von Streptavidin betragt 5,5 x 4,5 nm2. Damit kann berechnet werden wieviel Streptavidin-Molekile auf
eine Oberflache passen.
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vom Protein IgG erkannt. Ist das IgG mit einem Farbstoff markiert (zum Beispiel FITC)
wird eine Detektion mittels Fluoreszenzspektroskopie ermdglicht (Schema 20).

PE] PE| PE| PE|

A B C D

Schema 20: Erkennung von Protein A in einer PEG-Diamin-Gelschicht: A: Gelschicht
mit Biotin; B: + Streptavidin; C: + Biotin-Protein A; D: + IgG-FITC

Werden die Durchmesser der Proteine addiert ergibt sich eine Ausdehnung von ca. 15
nm. Die ermittelte Maschenweiten liegen deutlich Gber 15 nm, demzufolge ist das
Eindringen von Protein A und IgG(-FITC) in die Gelschicht moglich.
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Abbildung 53: Fluoreszenzspektren von IgG-FITC nach der spezifischen Bindung an
Protein A in einer Gelschicht — blau: PEG-3000-Diamin-GE-Biotin mit Protein A; rot:
PEG-3000-Diamin-BTC-Biotin mit Protein A; grau: PEG-3000-Diamin-BTC/GE-
Gelschichten mit Biotin aber ohne Protein A (grau)

Nach der Kalibrierung, welche analog dem Streptavidin-FITC erfolgt, lasst sich die
Konzentration von IgG-FITC mit 4,7 pmol cm™ (BTC) bzw. mit 5,5 pmol cm? (GE)
bestimmten. In einigen Versuchen wurde maximal 9,5 pmol cm? (GE) und
19 pmol cm? (BTC) fiir die Konzentration von IgG-FITC bestimmt. Die maximale
Konzentration auf einer 2-D-Oberflache bei dichter Packung lasst sich unter der
Annahme eines Flachenbedarfs des IgG von 30,3 nm? mit 5,5 pmol cm™? berechnen. In
den durchgefihrten Versuchen konnte festgestellt werden, dass das IgG in 3,4fach

hdéherer Konzentration gebunden ist, als es in einer Monolage zu erwarten ware.
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Allerdings wurde eine geringe Fluoreszenz detektiert, wenn kein (Biotin)-Protein A in
die Gelschicht eingelagert wurde.

Wird das Biotin-Protein A aus einer Lésung mit einer Konzentration von 0,1 mg
mi™ (1,7 pmol I"") an die Oberfliche angebunden bzw. in das Netzwerk eingebunden,
wird nach der Einlagerung in eine 1 mg ml" IgG-FITC-Lésung keine Fluoreszenz
gemessen. Erst die Verdlnnung der Biotin-Protein-A-Lésung auf eine Konzentration
von 1 ug mlI™" (17 nmol I'") fiihrte zum Erfolg des Experiments. Eine mégliche Erklarung
daflr ist, dass das Biotin-Protein A das Biotin des Gels aus den Bindungstaschen des
Streptavidins (ohne FITC) verdrangt, wenn dessen Konzentration zu grof ist.

Neben der Fluoreszenzspektroskopie wurden die Experimente von XPS-
Messungen begleitet. Dabei wurden korrelierend mit den Fluoreszenzmessungen
Veranderungen im Stickstoffgehalt und im Anteil der Amidkomponente festgestellt.
Vertiefende XPS-Experimente wurden mit den PEG-3000-Diamin-BTC-Biotin-
Netzwerken durchgefihrt. In den C1s-Spekiren ist ein Intensitatsanstieg im
Amidbereich (BE um 288 eV) nach Anbindung der Proteine festzustellen (Abbildung
54). Die anderen Bereiche der Spektren zeigen keine isolierten Komponenten, aus

denen sich die Bindung der Proteine exakt verifizieren lasst.
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Abbildung 54: C1s-Spektren eines PEG-3000-Diamin-Netzwerkes (PEG-3000-Diamin;
20 mmol I'"; BTC aus der Gasphase; 0,2 mmol " Biotin-Amin) — schwarzes Spektrum:
PEG-3000-Diamin-BTC-Biotin ohne gebundenes IgG-FITC (nach Test auf
unspezifische Bindung), blaues Spektrum: mit gebundenen Streptavidin; rotes

Spektrum: mit gebundenen Streptavidin, Biotin-Protein A und IgG-FITC (Vergleich
verschiedener Proben)

In der Elementaranalyse lasst sich ein Anstieg der Stickstoffkonzentration durch die
Bindung der Proteine von 0,9 bis auf 2,0 at% feststellen (Tabelle 14, Abbildung 55).

Zur Interpretation der Ergebnisse wurde ein Modell aufgestellt. Dazu wurden die
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Spektren als eine Mischung aus linearen und verzweigten PEG-3000-Diamin-BTC-
Einheiten und Streptavidin bzw. Protein A und IgG aufgefasst. Die Sequenzen von
Streptavidin™), Protein A und IgG (aus den einzelnen Bestandteilen ausgerechnet)

lassen sich in der Literatur finden.

Tabelle 14: Vergleich von experimentellen Daten (E.) aus der Elementaranalyse und
den C1s-Spekiren von XPS-Messungen des Erkennungsexperimentes mit auf der
Stochiometrie basierenden berechneten Schichtzusammensetzungen (T.) — Theorie:
6:1-Verhaltnis von linear zur verzweigten Einheit; Anteil Protein 0,05 bzw. 0,02

Elementaranlyse [at%)]
Ce. Ctr. O O7 Ng Ny
PEG-BTC 72,4 66,7 266 324 09 0,9
Streptavidin 704 66,2 28,0 323 15 15
Str.-Prot. A-IgG 70,4 65,7 276 322 20 2,1

C1s - Spektrum [%]
C-C C-C C-N C-N C-O C-O CONH CONH COOH COOH

E. T. E. T. E. T. E. T. E. T.
PEG-BTC 143 36 29 14 795 935 29 1,4 0,3 0,1

Streptavidin 69 47 43 22 839 910 43 2,1 0,6 0,1
Str-Prot. A-lgG 114 65 41 34 796 86,7 4,1 3,1 0,7 0,3

Aus dem Modell ergibt sich, dass die elementare Zusammensetzung und die
Verhaltnisse der Bindungszustande im C1s-Spektrum nur wenig von dem Verhaltnis
zwischen den linearen und verzweigten Netzwerkeinheiten beeinflusst werden. Einen
im Vergleich sehr grofen Einfluss hat der molare Anteil der Proteine im Netzwerk. Es
zeigt sich, unter der Annahme eines Verhaltnisses von linearen zu verzweigten
Einheiten von 6 zu 1, eine Zunahme der Konzentration des Stickstoffes nach der
Bindung von Streptavidin von 0,9 at% auf 1,5 at%.
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Abbildung 55: Anstieg der Konzentration des Stickstoffes in einem PEG-3000-Diamin-
BTC-Biotin-Netzwerk durch die spezifische Anbindung der Modellproteine

Die Berechnung der Elementarzusammensetzung nach Bindung aller Proteine, d.h.
von Streptavidin, Biotin-Protein A und IgG-FITC, ergibt eine Konzentration des
Stickstoffes von 2,1 at %.

Bei der Interpretation der Werte muss beachtet werden, dass mit XPS maximal
die obersten 10 nm der Schicht analysiert werden. Mittels Fluoreszenzspektroskopie
wird die gesamte Schicht erfasst. Die Eindringtiefe der Proteine in das Gel muss
groBer als 10 nm sein. Zudem wird mit Fluoreszenzspektroskopie der gequollene
Zustand analysiert. Im Vergleich dazu ist das Netzwerk wahrend der XPS-Messungen
kollabiert.

In allen Experimenten wurde ein im Vergleich zu den Berechnungen aus der
Stdéchiometrie zu hoher Anteil des Kohlenstoffes festgestellt. Im Gegensatz dazu ist die
Konzentration an Stickstoff und Sauerstoff niedriger als die theoretischen
Berechnungen es erwarten lassen. Dies kann auf die Prasenz von Adsorbaten oder
Verunreinigungen hindeuten.

Die durchgefuhrten Messungen konnen zeigen, das neben den Messungen mit
Fluoreszenzspektroskopie, eine markierungsfreie Analyse von Molekdlinteraktionen (im
Besonderen grofier Molekule bestehend aus anderen Elementen als Kohlenstoff oder
Sauerstoff) mit XPS und den vorgestellten Gelschichten mdglich sein kann. Dies ist
qualitativ damit zu begriinden, dass der Stickstoffgehalt der vorgestellten Netzwerke
sehr gering ist. Durch die Einlagerung eines Molekils mit einem hohen Anteil von
Stickstoff kommt es im Vergleich zur Zusammensetzung des Ausgangsmaterials zu
einer deutlichen Veranderung der elementaren Zusammensetzung in der analysierten

Schicht. Daneben wurde gezeigt, dass die Schichten ohne Biotin eine geringe Bindung
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der untersuchten Proteinen zeigen. Erst durch die Biotin-Gruppe wird die Bindung der
Proteine ermdglicht.

Die Messungen wurden mit den Sandarteinstellungen durchgeftihrt. Mit einer
weiteren Optimierung der Messparameter kann die Messzeit flr ein Spektrum der
Elementaranalyse auf unter 2 min reduziert und die Empfindlichkeit weiter gesteigert
werden. Somit lassen sich mit XPS innerhalb von 24 h 720 Experimente auf einem
Mikroarray auswerten, ohne dass eine Markierung der Proteine mit einem Farbstoff
notwendig ist. Ein weiterer Vorteil liegt darin begrindet das Polymersubstrate
verwendet werden kénnen. Bei anderen markierungsfreien Techniken zum Studium
von zwischenmolekularen Wechselwirkungen werden Nb,Os-%, Silizium- oder
goldbeschichtete!"*! Substrate benétigt. Eine Einschrankung bei der Anwendung von
XPS zum Auslesen von Mikroarrays liegt darin begriindet, dass die Ortauflosung im
Vergleich zu Methoden der Fluoreszenzspektroskopie (Fluoreszenzreader) wesentlich
kleiner ist. In den durchgefiihrten Messungen kann die Ortsaufldsung mit 500 000 pm?
angegeben werden, die Fluoreszenzspektroskopie erreicht eine wesentlich hohere
Ortsaufldsung. XPS ist fur die oberen 10 nm der Schicht sensitiv. Somit wird weniger

Probenmaterial fiir die Analyse bendtigt.
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5.1 Vergleich der Schichten mit dem Stand der Technik

Synthese- und Analysenstrategie

Der vorgestellte Weg erlaubt es mit Kondensations- und Additionsreaktionen
weitmaschige Netzwerke auf Oberflachen herzustellen. Im folgenden Abschnitt soll die
Lésung mit anderen gangigen Ansatzen verglichen werden.

Ein wesentlicher Punkt ist, dass im Gegensatz zu ionischen und radikalischen
Polymerisationen die Synthese robuster ist und sich mit weniger Aufwand realisieren
lasst. So ist der Ausschluss von Sauerstoff nicht nétig und die Konzentration von
Wasser kann im Vergleich zu einer anionischen Polymerisation hoher liegen. Zudem
erlaubt die gewahlte Strategie, neben der Einstellung von Eigenschaften der
Netzwerke, eine chemische Analyse. Es lasst sich zwischen den Atomen in den
VerknlUpfungspunkten, in den Netzwerkstreben und funktionellen Gruppen
unterscheiden. Die funktionellen Gruppen kénnen fir die Kopplung von Proteinen oder
weitere Synthesestufen Verwendung finden. Durch die Bestimmung der elementaren
Zusammensetzung und der Verhaltnisse der Elemente mit unterschiedlichen
Bindungspartnern (und Anzahl an Bindungen zu dem Partner) zueinander lassen sich,
Uber stochiometrische Modelle, Abstédnde zwischen Verzweigungen in einem Netzwerk
bestimmen. So wurden Abstédnde dber 20 nm ermittelt (vgl. 4.2.1.2 und 4.2.2.2). Im
Gegensatz zu Kondensationsreaktionen werden bei radikalischen Polymerisationen
gleiche Einheiten geknlpft (wie beispielsweise bei Polymeren basierend auf
Acrylsdure®, oder Acrylamid®). Dadurch ist es schwierig die (molekulare)
Netzwerkstruktur mittels XPS abzuleiten, da sich nicht zwischen Atomen in den
Hauptketten und Verzweigungsstellen unterscheiden lasst. Die Bestimmung der
Abstande zwischen zwei Verzweigungen mit XPS ist aber limitiert. Werden die
Oligomere im Netzwerk zu grof3, wird die Nachweisgrenze fir die Atome an den
Verknupfungspunkten erreicht. Die Konzentration der Atome an den
Verzweigungspunkten ist dann zu niedrig. In der Folge lasst sich die Komponente,
welche die Schlussfolgerung auf eine Netzwerkbildung zulasst, nicht mehr vom

Hintergrund der Messung unterscheiden.
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Gruppe 2 A

-

-

funktionelle Gruppe 1
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Schema 21: Betrachtung eines Netzwerkes mittels molekularer Vorstellungen - links:
hergestellt durch Polykondensation; rechts: hergestellt durch radikalische
Polymerisation

Durch radikalische Polymerisationen lassen sich ebenfalls Netzwerke mit funktionellen
Gruppen aufbauen. Dabei kann die Konzentration der Gruppen sehr grof3 werden,
wenn Monomere mit funktionellen Gruppen eingesetzt werden. Durch die Synthese
von geeigneten Copolymeren kann die Konzentration einer funktionellen Gruppe
reduziert werden.®® Es ist anzunehmen, dass bei der Verwendung von Techniken der
freien radikalischen Polymerisation, Netzwerke mit kleinen Maschen gebildet bilden.
Diese sind fur die in der Einleitung vorgestellten Anwendungen weniger geeignet.

Die anionische Polymerisation erlaubt ebenfalls die Herstellung von Copolymeren
auf Oberflachen. Wird Oxiran als Edukt verwendet, lassen sich PEG-Ketten gezielt auf
Oberflachen aufbauen. Die anionische Polymerisation stellt damit prinzipiell eine
weitere Moglichkeit dar, ahnliche Netzwerke herzustellen. Dabei muss jedoch fir einen
sehr strikten Ausschluss von Wasser gesorgt werden. In vielen Veroffentlichungen wird
von langen Reaktionszeiten berichtet (Abschnitt 2.1.3). Im Anschluss kann ein weiterer
Reaktionsschritt zur Vernetzung nétig sein. Die anionische Polymerisation erlaubt, im
Vergleich zur vorgestellten Losung, eine groRere Flexibilitdt im Aufbau der Netzwerke,
da durch die Verwendung von Monomeren eine variablere Architektur moglich ist. Die
direkte kovalente Anbindung von Blockpolymeren mit einer hohen Molekilmasse
(keine Oligomere) an eine Oberflache lasst eine niedrige Kopplungseffizienz erwarten.
Zudem sind viele Reaktionsstufen nétig, wenn dickere Schichten hergestellt werden

sollen.
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Die vorgestellten Netzwerke lassen durch die Reaktion eines trifunktionellen
Epoxides oder eines Saurechlorides mit PEG-Diaminen herstellen. Ein Nachteil der
Verwendung des Glycidyl Glycerolethers als niedermolekulare Komponente besteht
darin, dass er zu einem gewissen Grad mit sich selbst reagiert wie in Abschnitt 4.2.1.2
gezeigt wurde. Damit liegen in Abhangigkeit des Verhaltnisses der Konzentrationen der
Edukte unterschiedliche Netzwerkstrukturen vor. Allerdings konnte der Bereich, in dem
sich bevorzugt ein weitmaschiges Netzwerk auf der Oberflache bildet, gefunden und
nachgewiesen werden.

Der GE stellt ein Gemisch dar, dessen exakte Zusammensetzung nicht bekannt
ist. Dies scheint aber keinen erkennbaren Einfluss auf die Netzwerkbildung zu haben.
Das deutet darauf hin, dass die verwendete Charge hauptsachlich aus trifunktionellen
Molektlen besteht. Dennoch ist nicht auszuschliel3en, dass sich die Reaktionslésung
Uber die Zeit, z.B. durch Hydrolyse der Epoxide, verandert. Ein Vorteil des Triepoxides
besteht in dem einfachen Auftrag zusammen mit dem PEG-Diamin-Oligomer als
Gemisch auf die Substratoberflache. Die Reaktionszeiten liegen im Vergleich zur
Reaktion mit dem trifunktionellen Saurechlorid in einer um einen Faktor 100 grélReren
Zeitskala.

Wird als niedermolekularer Ausgangsstoff BTC verwendet, ist eine Trennung des
Auftrages der beiden Edukte mdglich. Durch das gezielte Verdampfen des
Saurechlorides ist eine im Prozess integrierte Reinigung der Ausgangssubstanz
mdglich, denn durch die Hydrolyse des Saurechlorides zu einer Carbonsaure, welche
einen niedrigeren Dampfdruck hat, wird die Carbonsaure im Verhaltnis zum
Saurechlorid einen geringen Anteil an der Gasphase einnehmen. Weiterhin birgt das
Saurechlorid ein geringeres Risiko mit sich selbst zu reagieren. Die Reaktion mit dem
Saurechlorid flhrt zu definierteren Produkten. Der experimentelle Aufwand ist durch
die Verwendung von Vakuumtechnik allerdings groRer.

Beide Verfahren bilden Schichten mit verschiedenen funktionellen Gruppen
(Endgruppen) aus, welche gleichzeitig auch fir die Charakterisierung und die
(kovalente) Immobilisation von Molekilen (z.B. Proteinen) notwendig sind. Bei der
Verwendung des GE als trifunktionelles Edukt wird ein Netzwerk mit primaren Aminen,
OH-Gruppen und Epoxiden gebildet. Die Konzentration der primaren Amine ist
allerdings klein, was ebenfalls auf eine Netzwerkbildung schlieRen lasst. Durch die
Verwendung des Saurechlorides bildet sich bevorzugt ein Netzwerk mit COOH-
Gruppen und wenigen primaren Aminen aus. COOH-Gruppen kénnen in einen
reaktiven Ester Uberfihrt werden. An diesen Ester kdnnen dann Proteine gekoppelt

werden. Eine Alternative ist die Aktivierung der COOH-Gruppen an den Proteinen um
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sie an Aminogruppen im Netzwerk zu binden. Dabei besteht jedoch die Gefahr, dass
die Proteine mit sich selbst kondensieren.

Der Ansatz durch Kondensations- und Additionsreaktionen ein Netzwerk zu
bilden erlaubt, durch die Zugabe von weiteren Edukten in das Reaktionsgemisch,
weitere funktionelle Gruppen einzuflihren oder die Konzentration der vorhandenen zu
erhdhen (vgl. 3.3.8). Dazu wird ein Ausgangsstoff dem Ansatz beigefligt, welcher nur
mit einer funktionellen Gruppe reagiert. Das Verhaltnis zwischen der bifunktionellen
Komponente und dem ,monoreaktiven“ Molekil muss genau eingestellt werden, da es
eine Konkurrenz um die Reaktion mit der trifunktionellen Komponente gibt. Es wurde
festgestellt, dass das Verhaltnis von difunktioneller und ,monoreaktiver* Komponente
einen Wert von gréRer 15 haben muss, damit ein Netzwerk gebildet wird. Es ist jedoch
zu erwarten, dass dieses Verhaltnis stark von der Art und den GroRenverhaltnissen der
eingesetzten Edukte abhangig ist. Ist der Anteil der ,monoreaktiven“ Komponente zu
grol3, wird die Netzwerkbildung unterbunden, da das trifunktionelle Edukt durch die
Reaktion aus dem System entfernt bzw. deaktiviert wird. Eine weitere Moglichkeit,
neue bzw. andere Gruppen einzufihren oder die Konzentration bereits vorhandener zu
reduzieren, sind nachtragliche Umsetzungen an den funktionellen Gruppen im
Netzwerk. Diese erfordern allerdings weitere Prozessstufen, welche den Aufwand fur
die Gelpraparation erhdhen.

Die Stabilitat der Netzwerke ist fur jede Anwendung im Speziellen zu diskutieren.
Fir viele biologische Experimente werden sehr oft Lésungen mit einem pH-Werte um 7
verwendet, in diesem Bereich haben sich die Schichten als stabil erwiesen. Fir ein
besseres Verstandnis der Stabilitdt der Netzwerke missten Untersuchungen
durchgefiihrt werden, die den Zusammenhang zwischen Maschenweite und Stabilitat

unter verschiedenen Bedingungen aufzeigen.
Oberflacheneigenschaften und die Konzentration der funktionellen Gruppen

Im Zusammenhang mit Protein-Arrays sind im besonderen die Wechselwirkungen von
Proteinen in einer Losung (wenn auch in einem Tropfen) mit der Substratoberflache
und der Schicht zu diskutieren. Ein wesentlicher Gesichtspunkt ist dabei die
Konzentration an funktionellen Gruppen. Da sie fiir chemische Reaktionen bendtigt
werden, aber auch fir die physikalische Bindung verantwortlich sein kdnnen. Es
werden allerdings einige funktionelle Gruppen fiir die kovalente Immobilisation von
biologisch aktiven Molekilen, z.B. Proteinen, benétigt. Die Konzentration der Gruppen
muss im Idealfall so eingestellt werden, dass eine Bindung der Proteine erlaubt ist,

ohne dass sie ihre raumliche Struktur verandert.
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Funktionalisierte Oberflachen bzw. Schichten, zeichnen sich durch um
Groflkenordnungen unterschiedliche Konzentrationen an funktionellen Gruppen aus
(Tabelle 15).

Tabelle 15: Vergleich der Konzentration von funktionellen Gruppen bzw. Polymerketten
auf Substratoberflachen

Beispiel Konzentration an Gruppen oder Molekilen

2 D [pmol cm™?] 3 D [umol cm™]
PEG-Molekiile auf Au 50 - 598 -
PEG-Molekiile auf Si 50 -432 -
PAA-Kette 298 000 - 497 000 5000 - 5960
neue Gelschichten 292 32

Die Dichte von kleinen Molekulen, gebunden als Monolage auf Oberflachen, wird in
den meisten Publikationen mit 0,3 — 2,6 pro nm? auf Siliziumoberflachen (silanbasierte
Chemie), ""*% und mit 0,3 — 3,6 pro nm? auf Goldoberflachen (thiolbasierte Chemie)
angegeben. 5" Zyr Diskussion ist es sinnvoll, sich zu vergegenwartigen, dass sich
auf einer Si-Oberflache (100) ca. 3 Atome pro nm? befinden.'® Die in der Arbeit
verwendete Aktivierung einer Polymeroberflache mit einem Sauerstoffplasma flhrt zu
ca. 0,4 Gruppen pro nm2.21 In einer oberflacheninduzierten Polymerisation mit einer
niedrigen Dichte des Initiators auf der Oberflaiche werden 0,2 Ketten pro nm?
bestimmt.? Werden diese Werte mit einem Modellprotein, mit einer Kontaktflache von
25 nm? verglichen, zeigt sich, dass dem Protein 5 — 90 funktionelle Gruppen
gegenluber stehen. Daraus lasst sich ableiten, dass ein Protein mit mehreren
funktionellen Gruppen in Kontakt kommt. Dies erhdht das Risiko von
Mehrfachreaktionen und/oder der unkontrollierten Adsorption von an der Oberflache.
Zudem kommt das Protein nur mit einer Seite mit der ,2-D“-Oberflache in Kontakt. Es
besteht die Moglichkeit, dass die Proteine einseitig flach an die Oberflache adsorbieren
oder kovalent gebunden werden. Dabei kann ihre rdumliche Struktur und damit auch
ihre Eigenschaften, andere Molekiile ,zu erkennen®, verandert werden. Nach der
Adsorption des Proteins auf einer 2-D-Oberflaiche kommt es zu einer weiteren
Adsorption von Proteinen, wie schon in Abschnitt 2.1.1 beschieben wurde. Diese
nachfolgende Adsorption erfolgt langsamer."® Fir weitere Reaktionen bzw.
Interaktionen mit anderen Molekiilen, ist dennoch nur die oberste Schicht zuganglich.
Um eine Immobilisation und Stabilisierung der Proteine zu erreichen, wurden in
dieser Arbeit diinne weitmaschige Netzwerke auf Oberflachen hergestellt. Diese PEG-
basierten Netzwerke kdnnen es ermdglichen Proteine in einer Umgebung zu

untersuchen, in der sie sich ahnlich wie im Organismus verhalten. Daneben kann auch
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die Kapazitat fur die Bindung von grofRen Molekilen (wie zum Beispiel Proteine) erhdht
werden. Wobei die raumliche Dichte der Proteine durch die 3D-Struktur des
Netzwerkes reduziert wird. Die Konzentration der COOH-Gruppen in einem PEG-
Diamin-BTC-Netzwerk wurde mit 292 pmol cm™ bestimmt. In einer 90 nm dicken
Gelschicht ergibt sich daraus eine Volumenkonzentration von 32 pmol cm™. Zum
Vergleich wird die Konzentration der Gruppen in einer Schicht eines PAA-Polymers mit
298 nmol cm? bis 497 nmol cm? angegeben.®™ Auf die Flache bezogen ist die
Konzentration der funktionellen Gruppen im Vergleich zu den in dieser Arbeit
vorgestellten Gelschichten um einen Faktor von 4000 — 7000 gréfRer. Allerdings sollte
zwischen der Flachen- und Volumenkonzentration unterschieden werden. Die Dicke
der PAA-Schichten wird mit 500 — 1000 nm angegeben. Damit lasst sich eine
Volumenkonzentration von 5 mmol cm™ — 6 mmol cm™ berechnen. Im Vergleich dazu
ist die Volumenkonzentration vorgestellten Schichten um drei GréRenordnungen
kleiner. Zur Anbindung von Proteinen an die PAA-Schicht werden die COOH-Gruppen
in NHS-Ester Gberflhrt. Neben der kovalenten Bindung der Proteine an die COOH-
Gruppen wird auch von der Adsorption der Proteine berichtet.

Der durchschnittliche, aus der Konzentrationsbestimmung an COOH-Gruppen
berechnete, mittlere Abstand der funktionellen Gruppen betragt in einer PAA-Schicht
0,8 nm (ca. 4,5 C-C-Bindungen). Im Vergleich dazu ist der mittlere Abstand zwischen
den funktionellen Gruppen in den vorgestellten PEG-Diamin-Saurechlorid basierten
Gelschichten mit 3,2 nm deutlich gréRer (ca. 20 C-C-Bindungen). Der mittlere Abstand
der funktionellen Gruppen ist abhangig vom Quellungsgrad der Gelschicht. Die Dicke
der gequollenen Gelschicht wurde nach Kontaktieren mit feuchtem Stickstoff
untersucht. In Wasser wird das Netzwerk bzw. die Gelschicht noch starker quellen und
sich damit auch der Abstand zwischen den funktionellen Gruppen vergréliern.
Méglicherweise ist durch die vergleichsweise niedrige Konzentration der funktionellen
Gruppen die adsorptive Bindung von Streptavidin an bzw. in der Schicht klein, wie in
Abschnitt 4.3.2 gezeigt werden konnte. An die funktionellen Gruppen kann ein Protein
kovalent gebunden werden. Dabei kann es zur Mehrfachreaktion an dem Protein
kommen, wodurch die raumliche Struktur des Proteins ebenfalls verandert werden
kann. Dennoch ist die Wahrscheinlichkeit von Mehrfachreaktionen an einem Protein
geringer, da die Reaktionspartner, die funktionellen Gruppen in den vorgestellten
Netzwerken, in niedrigerer Konzentration vorliegen. Die Konzentration der Gruppen
muss in der jeweiligen Anwendung optimal eingestellt werden.

Die Netzwerke ermdglichen eine Immobilisation in einer Schicht (vgl. Abschnitt

4.3.2). Aus den Fluoreszenzspektren lasst eine sechsmal héhere Konzentration an
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Streptavidin bestimmen als sie auf einer 2-D-Oberflache denkbar ist. Diese Ergebnisse
korrelieren mit den XPS-Messungen, aus denen sich ein Abstand von gréf3er 20 nm
zwischen zwei Verzweigungen im Netzwerk berechnen lies. Die Maschenweite ist
demzufolge fir die angestrebte Zielstellung ausreichend.

Die Synthese von Netzwerken mit der vorgestellten Strategie kann zu
Limitierungen flihren. Durch die Knipfung von Bindungen als sekundares Amin in den
PEG-Diamin-GE-Netzwerken wird eine tiefergehende Analyse mit XPS, nach
Derivatisierung mit TFAA, ermdglicht. Auf der anderen Seite kénnen Proteine durch
protonierte sekundare Amine, in Abhangigkeit des pH-Wertes, adsorptiv am Substrat
binden. Daneben kénnen bei der Verwendung des Glycidyl-Glycerolethers zur Bildung
des Netzwerkes Epoxide, die wahrend der Netzwerkbildung nicht reagiert haben,
anschlielend mit den Proteinen reagieren. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten
Versuche haben allerdings gezeigt, dass die Konzentration dieser Gruppen so niedrig
ist, dass nur eine geringe unspezifische Bindung von den Modellproteinen
(Streptavidin, 1gG, Protein A) aufgetreten ist. In den PEG-Diamin-Saurechlorid-
Netzwerken werden Amide gebildet, die prinzipiell mit Proteinen
Wasserstoffbriickenbindungen eingehen kdénnen. Dennoch ist die unspezifische
Bindung von den untersuchten Proteinen in den Gelschichten klein. Dies lasst sich

mdglicherweise auf die niedrige Konzentration der Amide zuriick flhren.

5.2 Hypothese zum Mechanismus der Netzwerkbildung und deren Kinetik

Es wird versucht einen vereinfachten Mechanismus zur Bildung der Netzwerke
aufzustellen. In der Synthesechemie in Losung wird gerthrt, um eine Durchmischung
der Edukte zu erreichen. Dies ist fur die Herstellung der Gelschichten nicht notwendig.
Die Reagenzien werden auf das Substrat aufgetragen, im Anschluss findet die
Reaktion statt. Allein die Diffusion der Edukte ist ausreichend, um eine erfolgreiche
Reaktion zu gewahrleisten. Ein moglicher Grund dafiir konnte die geringe Dicke der
Schichten sein. Die es erlaubt, dass die Molekile den Reaktionsraum in kurzer Zeit
durchschreiten.

Die Synthese der GE-Netzwerke findet in einem diunnen Film des Glycerolethers
als Losemittel statt. Die Wegstrecke, die ein Molekil (z.B. PEG-Diamin) in einer
bestimmten Zeit zurick legt, lasst sich mit der integrieten Form des Fick’schen

Gesetzes (Gleichung 10) berechnen!™;

1

X = 2(Ej2 (10)

T

111



5 Diskussion

Der Diffusionskoeffizient wird mittels der Stokes-Einstein-Gleichung (fur Kugeln)
berechnet (Gleichung 11)."® Da die folgenden Betrachtungen darauf abzielen eine
Abschatzung zu sein, wird die Abhangigkeit des Diffusionskoeffizienten von der

raumlichen Struktur eines Molekdls nicht im Detail bericksichtigt.

D:k_T(11)
67nR
Die Wegstrecke, die ein Molekdl in einem Medium zurlck legt, kann dann nach

folgender Gleichung (12) berechnet werden.

1
kTt )2
X=2 12

[67r277Rj( :

Wobei k die Boltzmann-Konstante, T die Temperatur, n die dynamische Viskositat des
Lésemittels und R den hydrodynamischen Radius des Moleklls reprasentieren. Bei
einer Temperatur von 293 K und einer dynamischen Viskositat von 0,15 Pa s fiir den
Glycidyl Glycerolether™®" ergibt sich fiir ein Teilchen mit einem hydrodynamischen
Radius von 20 nm eine mittlere zurlick gelegte Wegstrecke von 118 nm in 1 s. Die in
den Versuchen gewahlten Reaktionszeiten sind demzufolge ausreichend, um ein
vollstandiges Durchschreiten der Molekile durch die Schicht zu gewahrleisten. Hat das
Molekll eine Grélke von 200 nm erreicht werden schon 10 s benétigt um die selbe
Strecke zuriickzulegen. Daraus lasst sich erkennen, dass mit steigender GrélRe der
Teilchen die Diffusionszeiten fiir die gleiche Strecke immer groRer werden. Neben der
Grolie der Teilchen erhoht sich ebenfalls die Viskositat des Systems, wodurch die Zeit,
die bendtigt wird, um die gleiche Strecke zuriick zu legen, ebenfalls vergrélert wird.
Diese Berechnungen legen nahe, dass wie in den Experimenten gezeigt wurde (vgl.
4.2.1.2), die Reaktion nach einer bestimmten Zeit zu einer konstanten Schichtdicke
fuhrt. Zu groRe Molekile kdnnen nicht mit hoher Ausbeute an die Oberflache des
Substrats oder an das schon gebildete Netzwerk anbinden und werden durch die
Reinigung der Proben entfernt (vgl. 4.2.1.3). Dadurch bleibt die Dicke der Schicht nach
einer gewiesen Zeit konstant. Dies ist im Besonderen bei den PEG-Diamin-GE-
Netzwerken zu erkennen.

Die Beschreibung der Bildung der Saurechlorid-Netzwerke (vgl. 4.2.2) scheint auf
molekularer Ebene noch komplexer zu sein. Das Saurechlorid wird auf die schon
aufgetragene PEG-Schicht aus der Gasphase aufgebracht. Im Anschluss diffundiert es

in die Schicht, wobei es zur Bildung eines Netzwerkes kommt. Durch das nachtragliche

112



5 Diskussion

Benetzen mit einem Ldsemittel scheint sich die Reaktion zu vervollstandigen. In einer
anderen Vorstellung wird die PEG-Schicht von dem kondensierten Saurechlorid
getrankt, im Anschluss fungiert es als Losemittel. Danach reagiert es nach einem
ahnlichen Prinzip wie das PEG-Diamin-GE-Netzwerk. Gegen diese Hypothese spricht,
dass das nachtragliche Benetzen der Schicht mit einem Lésemittel einen Einfluss auf
die Produktbildung hat. An diesem Punkt sind weitere Untersuchungen nétig, die sich
vor allem mit der Menge des auf die Oberflache aufgetragenen Saurechlorids und mit
der Diffusion des Saurechlorids in dunnen Schichten befassen. In diesem
Zusammenhang ist es interessant wie sich die Reaktionsgeschwindigkeit mit der
Grolde der gebildeten Molekiile verandert.

Um die Wahrscheinlichkeit der Bildung verschiedener Einheiten des Netzwerkes
zu beschreiben wurde ein kinetisches Modell aufgestellt. Damit kdnnen generelle
Tendenzen der Netzwerkbildung aufzeigt werden. Fir die mathematische
Beschreibung wurde von einem bimolekularen Zeitgesetz ausgegangen.!®® Fir
unterschiedliche Konzentrationen der beiden Ausgangsstoffe ergibt sich nach

Integration (Gleichung 13):

b _ XY )€ -1
[Xo]ekt([Yo]*[Xo]) _ [YO]

(13)

Fir gleiche Konzentrationen der Ausgangsstoffe Z, berechnet sich die Konzentration
des Produktes bzw. der Produkte P mit (Gleichung 14):

1
P—[Zo]{l—mj(m)

Wobei P das Produkt reprasentiert. X, und Y, sind die Ausgangskonzentrationen der
Reaktanten, k die Geschwindigkeitskonstante und t die betrachtete Zeit nach dem Start
der Reaktion.

Die Reaktionen zwischen di- und trifunktionellen Ausgangsstoffen flihren zu
einem komplexen Produktspektrum (Tabelle 16). Die Molekile wurden zu AA (X)
Elementen fir ein bifunktionelles und zu BBB (Y) Elementen flr ein trifunktionelles
Molekul vereinfacht. Die verwendeten Molekile haben zwei bzw. drei funktionelle
Gruppen und daher mehrere reaktive Zentren. Die Anzahl der reaktiven funktionellen
Gruppen an jedem Molekdl und die sich daraus ergebende
Reaktionswahrscheinlichkeit ~ wird durch einen Faktor (Kg) in die
Geschwindigkeitskonstante einbezogen. Dabei koénnen dieselben Produkte Uber

unterschiedliche Reaktionswege gebildet werden, was im Modell Bericksichtigung
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findet. Die gebildeten Produkte kénnen wiederum neue Reaktionswege beschreiten.
Somit steigt die Komplexitat mit den Stufen der betrachteten Reaktionsebenen, im
Weiteren als Generationen bezeichnet. Mit den Generationen nimmt auch die GréfRe
der Molekile zu. Das hat wiederum einen Einfluss auf das Diffusionsverhalten und
damit auch auf die Reaktionsgeschwindigkeit. Dies findet zur Vereinfachung keine
Beriicksichtigung in dem vorgestellten Modell. Ebenfalls findet ein mdglicher
Unterschied der Geschwindigkeitskonstante zwischen der Reaktion mit der Oberflache
und der Reaktion zwischen den Edukten selbst keine gesonderte Beriicksichtigung.

Tabelle 16: Spektrum verschiedener Produkte der Generationen der Netzwerkbildung —

Die Zahlen in Klammern bezeichnen die selben Produkte, welcher Uber andere
Reaktionswege gebildet wurden.

Ausgangsverbindung 1 (Xy,) Ausgangsverbindung 2 (Yy) P Reaktivat ke
1. Generation
AA BBB ABB 6
2. Generation
AA ABB AAB 4
BBB ABB BBBB 3
ABB ABB ABBB 7
3. Generation
AA AAB AAA 2
AA BBBB ABBB (1) 8
AA ABBB ABBA (1) 6
BBB AAB ABBB (2) 6
BBB ABBB BBBBB (1) 3
ABB AAB ABBA (2) 4
ABB AAB ABBA (3) 1
ABB BBBB BBBBB (2) 4
ABB ABBB ABBBB (1) 2
ABB ABBB ABBBB (2) 3

Die Produkte kénnen Klassen zusammengefasst werden. Diese geben Auskunft Gber
das Verhaltnis der funktionellen Gruppen zueinander.

» Klasse 1: A (von AA) > B (von BBB): AAA + AAB

» Klasse 2: A (von AA) = B (von BBB): ABBA

> Klasse 3: A (von AA) < B (von BBB): ABB + ABBB + BBBB + ABBBB + BBBBB
Es werden mehr unterschiedliche Produkte mit den Generationen gebildet, aber die
Produkte lassen sich in die gleichen Klassen einordnen. Aus diesem Grund werden die
Ergebnisse der hdchsten berechneten Komplexitatsstufe dargestellt. Eine vierte
Generation wurde nicht aufgestellt, da sich die Verhaltnisse der Klassen schon von der

zweiten zur dritten nicht wesentlich verandert haben.
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Fir jede Reaktion lasst sich die Produktbildung in Abhangigkeit der Zeit
darstellen. Die Produkte der vorhergehenden Reaktion gehen in die Folgegeneration
als Ausgangskonzentrationen ein. Geht ein in der vorhergehenden Generation
gebildetes Produkt in mehrere weitere Reaktionen ein wird es entsprechend auf
mehrere Reaktionswege aufgeteilt.

In  Abhangigkeit der Reaktionszeit, der Geschwindigkeit und der
Ausgangskonzentration lassen sich so verschiedene zeitliche Verlaufe der
Produktbildung der Reaktionen modellieren. Fir die Geschwindigkeitskonstante wurde
ein fiktiver Wert gewahlt, da sie selbst keinen Einfluss auf das Verhaltnis der Produkte
nehmen sollte. Im ersten Fall wird von gleichen Konzentrationen der Ausgangsstoffe
ausgegangen. Eine Reaktion der Ausgangstoffe mit sich selbst, wie sie beim GE

auftreten kann, wird vernachlassigt

Fall 1: Konzentration von AA = BBB

Wird von den gleichen Ausgangskonzentrationen von AA und BBB ausgegangen, zeigt
sich, dass mit einem groen Anteil ABB und ABBB Einheiten gebildet werden
(Abbildung 56). Dies deutet einen Uberschuss der funktionellen Gruppe des
trifunktionellen Bausteins BBB im Netzwerk an. Produkte welche sich in die Klasse 1 (A
> B) und Klasse 2 (A = B) einordnen lassen kommen im Produktspektrum jeweils mit

einem Anteil von weniger als 10 % vor.

- — 100~
5 6] E g et oo
e | s BBB
£ 2 60 —/— AAA
= 54 ® AAB
o X 40 ——ABB
4] g 20 ABBA
< AR BB ABBB
: 0‘6865 ‘ ‘ ‘ ——BBBB
34 ) 0 1 2 3 —{— ABBBB
| t[h] ——BBBBB|
——
2_
14
- =
0_ T T T T
0 1 2 3 4

t[h]

Abbildung 56: Verlaufe der Produktbildung in der dritten Generation bei gleichen
Ausgangskonzentrationen an AA und BBB - kleine Abbildung: Summendarstellung der
Klassen: Klasse 1 = punktierte Linie (A > B); Klasse 2 = Strich-Punkt-Linie (A = B);
Klasse 3 = gestrichelte Linie (A < B)
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Fall 2: Konzentration von AA = BBB
Wird der difunktionelle Baustein (AA) im Uberschuss eingesetzt verringert sich
der Anteil der Netzwerkelemente im Produktspektrum (Abbildung 57) mit einem

Uberschuss der funktionellen Gruppe des trifunktionellen Bausteins BBB (Klasse 3).

— O
= 100 o A
o 7 X —O—
g 7 T80 TPAl_ BBB
S b 601 T4 | ——AAA
—_— 6_ &
o © AAB
© 5. X 40 —C—ABB
T 8 20| o ABBA
] < ,88'88;'-'—-5—--'5"" ABBB
4+ 0™~ | | | |——BsBBB
0 1 2 3 4 |—0—ABBBB
31 tihl | ——BBBBB
2_
1_
0_ T T
0 1 2 3 4

t[hi

Abbildung 57: Verlaufe der Produktbildung der Netzwerkbildung in der dritten
Generation mit einem Uberschuss von AA — kleine Abbildung: Summendarstellung der
Klassen: Klasse 1 = punktierte Linie (A > B); Klasse 2 = Strich-Punkt-Linie (A = B);
Klasse 3 = gestrichelte Linie (A < B)

Netzwerkelemente mit einem Uberschuss von A (Klasse 1) nehmen dann einen Anteil
von 18 % ein. Produkte mit einem gleichen Anteil von A und B (Klasse 2) haben einen
Anteil von 14 %.

Wird hingegen ein ahnlich hoher Uberschuss an BBB in die Reaktion eingesetzt
bilden sich zu 100% Netzwerkeinheiten mit einem Uberschuss der funktionellen
Gruppe B (Klasse 3).

Die Anteile der Produkte in den gebildeten Klassen kénnen in Abhangigkeit der

Konzentrationsverhaltnisse der Ausgangsstoffe dargestellt werden (Abbildung 57).
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Abbildung 58: Anteil der Produktklassen — blau: Produkte mit einem Uberschuss der
funktionellen Gruppe B (aus BBB), rot: Produkte mit einem Uberschuss an der
funktionellen Gruppe A (aus AA), griin: Produkte mit der gleichen Anzahl von A (aus
AA) und B (aus BBB)

Anteil [%]

Unabhéangig von den Verhéltnissen der Edukte bildet sich immer ein Uberschuss der
funktionellen Gruppe des trifunktionellen Eduktes aus. Ist das Konzentrationsverhaltnis
von AA zu BBB auf 0,8 bis 0,9 eingestellt (ein Uberschuss von BBB), haben die
Produkte der Klasse 1 (A > B) und Klasse 2 (A = A) den gleichen Anteil. Mit einem
steigenden Uberschuss von AA nimmt der Anteil der Produkte aus Klasse 1 im
Verhaltnis zu den Produkten mit einem gleichen Anteil der funktionellen Gruppe A und
B (Klasse 2) zu. Ab einem Verhaltnis von 1,6 bleibt die Verteilung der Produkte
konstant. Produkte mit einem Uberschuss von B kommen zu 69% vor, Produkte mit
einem Uberschuss von A zu 18% und Produkte mit gleichen Anteilen der funktionellen
Gruppe A (aus AA) und B (aus BBB) zu 14%.

Das vorgestellte Modell stellt nur eine Naherung dar. Es baut auf zahlreichen
Annahmen auf, da viele Parameter nicht bekannt sind oder in das Modell nicht
einbezogen wurden. Dennoch lassen sich generelle Tendenzen erkennen.

Die Bildung des Netzwerkes mit dem Glycidyl Glycerolether (BBB) und dem
PEG-Diamin (AA) ist flr eine Beschreibung mit dem aufgestellten Modell zuganglicher.
Da das Verhaltnis der Ausgangskomponenten eingestellt werden kann (vgl. 4.2.1). Aus
diesem Grund sollen die experimentellen Ergebnisse und das Modell der
Netzwerkbildung mit dem PEG-Diamin und dem Glycidyl Glycerolether diskutiert
werden. Als experimentelle Grolie werden die XPS-Messungen herangezogen, welche
eine Aussage Uber eine erfolgte Netzwerkbildung geben.

Die Experimente haben gezeigt, dass bei einem molaren Verhaltnis von AA zu

BBB um 1 der Anstieg in der Sauerstoffkonzentration der Elementaranalyse sehr
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deutlich ist. Eine weitere Erhdhung der Konzentration des Glycidyl Glycerolethers fuhrt
im Vergleich zu einer APPG-Oberflaiche ebenfalls zu einer Erhéhung der
Sauerstoffkonzentration in der Elementaranalyse. Durch die Derivatisierung mit TFAA
konnte eine Reaktion des Glycidyl Glycerolethers mit sich selbst nachgewiesen
werden.

Das Modell kann demzufolge einen Bereich der Verhaltnisse von AA zu BBB
zwischen ~ 1,5 — 0,8 beschreiben. Unterhalb eines Verhaltnisses von AA zu BBB von
0,8 wird der Einfluss der Selbstkondensation des Glycidyl Glycerolethers zu grof3, um
das Modell anzuwenden. Durch das Modell wird diese Reaktion nicht bertcksichtigt.
Oberhalb eines Verhaltnisses von 1,5 (AA/BBB) erfolgt die Bindung an die Oberflache
in geringerem Male. Dies ist damit zu erklaren, dass die Bindung an die mit NH»-
Gruppen ausgestatte Oberflache Uber das Epoxid (BBB) verlauft. Wird die
Konzentration des Epoxides im Vergleich zum PEG zu klein kann die Bindung an die
Oberflache nicht mehr mit einem ausreichenden Umsatz erfolgen. Da die Anbindung
an die Oberflache mit einer anderen Geschwindigkeit verlaufen kann.

Der Konzentrationsbereich in dem eine Netzwerkbildung erfolgt I&sst sich mit
dem aufgestellten Modell beschreiben. Weiterhin hilft das Modell generelle Tendenzen

zu verstehen.
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Die vorliegende Arbeit zeigt wie auf mit Aminogruppen funktionalisierte
Polymeroberflachen, mittels Additions- und Kondensationsreaktionen, weitmaschige
Netzwerke aufgebaut werden kénnen. In den sich daraus in Wasser ausbildenden
Hydrogelschichten wird es ermoglicht Proteine zu immobilisieren. Diese kdnnen dann
in einer Umgebung studiert werden, die zum grofdten Teil aus Wasser besteht. Die
Schichten kénnen helfen die Probleme, die bei einer Bindung von Proteinen auf einer
Flache oder auf den bisher verwendeten Gelschichten bestehen, zu tiberwinden.

Werden Proteine in der Flache gebunden, dies kann auch ein engmaschiges
Hydrogel sein, besteht die Gefahr, dass sie ihre biologische Aktivitat verandern.

Ein Weg entsprechende Netzwerke aufzubauen lasst sich durch die Reaktion von
PEG-Diaminen mit trifunktionellen Molekuilen realisieren.
Dazu wurde ein trifunktionelles Epoxid (Glycerol Glycidylether (GE)) oder
Saurechloride (1,3,5-Benzentricarbonsaurechlorid (BTC) und Propantrisaurechlorid)
verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass die auf einer Oberflache aufgetragenen
Ausgangsverbindungen zur Reaktion gebracht werden kénnen, wobei sich Schichten
ausbilden, die mehrere zehn Nanometer dick sind und in einem feuchten
Stickstoffstrom zu einer dreifach dickeren Gelschicht quellen. Mit XPS konnte die
atomare Zusammensetzung der Schichten ermittelt werden. Durch die Verwendung
von auf der Stdchiometrie basierenden Modellen wurde die Maschenweite der
Netzwerke abgeleitet. Es konnte gezeigt werden, dass der Abstand zwischen zwei
Verzweigungen in den Netzwerken mindestens 20 nm betragt, welcher damit
ausreichend ist, um die Diffusion von Proteinen in das gelbildente Netzwerk zu
erlauben. Durch die Variation der Gréle der PEG-Oligomere und uber die
Reaktionsbedingungen lasst sich die Maschenweite variieren. Da das Netzwerk aus
PEG-Oligomeren mit einer molekularen Masse von 2000 bzw. 3000 g mol™ aufgebaut
ist, wird eine niedrige Konzentration an funktionellen Gruppen erreicht. Mit
Fluoreszenzmarkierung konnte die Konzentration der Gruppen im Bereich von wenigen
100 pmol cm™? bestimmt werden. Wird die Dicke eines gequollenen Gels, von ca. 100
nm, herangezogen, zeigt sich, dass die Konzentration der Gruppen im Bereich von
mehreren 10 pymol cm™ liegt. Der daraus berechenbare Abstand an Gruppen betragt
5,5 nm. Dienen die funktionellen Gruppen der Immobilisation von Proteinen, stehen
dem Protein viel weniger Gruppen zur Verfigung als das bei vielen anderen

Funktionalisierungen der Fall ist. Dadurch wird die Wahrscheinlichkeit von mehrfachen
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Reaktionen an den Proteinen reduziert, wodurch die biologische Funktion der Proteine
weniger stark beeinflusst werden sollte.

Durch die verwendeten Reaktionen lassen sich Netzwerke mit Amino-, Hydroxy-
oder COOH-Gruppen herstellen. Die Netzwerke weisen in Wasser bei
unterschiedlichem pH-Wert eine ausreichende Stabilitat aus.

Durch die Zugabe von heterofunktionellen Subtanzen, bei denen nur eine der
funktionellen Gruppen in der Netzwerkbildung reagiert, kénnen weitere Gruppen in das
Netzwerk eingeflihrt oder die Konzentration der vorhanden erhéht werden. Das Prinzip
besteht darin, dass die dritte Komponente nur mit einer Gruppe reagiert und die
anderen funktionellen Gruppen fir die Immobilisierung von Proteinen zur Verfligung
stehen. So konnte gezeigt werden, dass sich mittels dieses Verfahrens durch die
Reaktion mit Alanin zusatzlich COOH-Gruppen einflihren lassen. Mit dem Ziel das
Protein Streptavidin zu immobilisieren wurde ein Biotin-Derivat mit einer primaren
Aminogruppe in das Netzwerk eingebaut. Mit Fluoreszenzspektroskopie konnte das
fluoreszenzmarkierte Protein in den Schichten nachgewiesen werden. Es zeigte sich,
dass die Fluoreszenzintensitat um einen Faktor 6 hoher ist, als sie sein kann, wenn die
Proteine in einer Monolage auf einer Flache gebunden sind. In einem weiteren Schritt
wurde Biotin-Protein A an dem immobilisierten Streptavidin gebunden und von einem
Antikorper (IgG) erkannt. Damit konnte der Nachweis erbracht werden, dass die
Nanohydrogelschichten fur die Immobilisierung von Proteinen Verwendung finden
kénnen.

Neben der Bindung von Proteinen kénnen die funktionellen Gruppen im
Netzwerk fur weitere Reaktionen eingesetzt werden. So lassen sich durch die
kontrollierte Reaktion von COOH-Gruppen mit einem Alkoxyamin chemische
Gradienten von funktionellen Gruppen auf einem Substrat erzeugen. Diese kénnen
unter anderem flr die konzentrationsabhangige Zellanlagerung verwendet werden.

Es kann gezeigt werden, dass durch die Kombination von XPS,
Fluoreszenzspektroskopie und Ellipsometrie eine molekulare Beschreibung von
Netzwerken auf festen Substraten mdéglich ist. Aufbauend auf einer Synthesestrategie
lassen sich Netzwerke herstellen, welche im Anschluss flir eine gezielte Anwendung
angepasst werden konnen. Folgende Parameter lassen sich verandern und
analysieren:

e Konzentration und Art der funktionellen Gruppen in den Netzwerken
e Maschenweite
e Schichtdicke
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In Tabelle 17 ist eine zusammenfassende Ubersicht Uber einige Netzwerkparameter

gezeigt.

Tabelle 17: Ubersicht Giber ermittelte Parameter der Netzwerke

Parameter GE-Netzwerke BTC-Netzwerke

Substrat PE, COC PE, COC

Oligomer PEG-Diamin PEG-Diamin

trifunktionelle Komponente Glycidyl Glycerolether Benzentricarbonsaurechlorid
Propantricarbonsaurechlorid

Auftrag der Komponenten aus Losung aus Losung und Gasphase

Reaktionszeiten [min] 240 - 420 0,5-1

mogliche Endgruppen NH,, Epoxid (OH), OH NH,, COOH

Konzentrationsbereich NH, 2-5 ~ 60

[pmol cm™]

Konzentrationsbereich COOH 210- 290

[pmol cm™@]

Schichtdicke trocken [nm] 10-80 10- 55

Quellfaktor in Luftfeuchtigkeit 1,9-3,3 22-25

Maschenweite [nm] > 22 > 26

Stabilitat im Puffer (1 h) - pH 3<ph<9 4<ph<9

Erweiterung auf drei ja ja

Komponenten

Alanin - Konzentration - COOH 0,6-0,8

[nmol cm™@]

Biotin-Amin-Derivat - 15-40 2,5-40

Streptavidin [pmol cm™]

Kapazitatserhohung im Vgl. 2 D ~6 ~6

Neben weiteren Untersuchungen zur Kontrolle und der Analyse der
Netzwerkparameter kénnen in Zukunft neue Reaktionswege beschritten werden.

Von Interesse ware der Ersatz von PEG-Diaminen durch PEG-Diole in
Kombination mit dem Glycidyl Glycerolether, dadurch kann die Bildung von
Ammonium-Gruppen in den Netzwerken vollstandig ausgeschlossen werden. Weiterhin
kann es von Interesse sein anstelle von PEG lineare Polyglycerole (PG) zu verwenden,
da sie eine hohere Stabilitdt aufweisen. Durch die Verwendung von Copolymeren
lassen sich neue Richtungen erschlieRen. Ein anderer Weg kann die Bildung von
Urethan-Bindungen sein. Urethan-Bindungen lassen sich in XPS-Spektren durch eine
gut separierte Komponente auswerten. Einen weiteren moglichen Ansatzpunkt stellen
silanbasierte Reaktionen zu Herstellung von Netzwerken fir biologischen

Anwendungen dar, wie sie von Habers et. al. vorgestellt wurden.”® Die Verwendung
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von anderen Dreikomponentensystemen und ein besseres Verstandnis des daraus
gebildeten Produktes ist ebenfalls von Interesse.

Mit dem letzten Punkt im Zusammenhang stehend koénnen Experimente
durchgefihrt werden, welche den Netzwerkbildungsprozess selbst untersuchen.
Denkbar ware es, die Reaktion des BTC mit Diaminen auf einem transparenten
Substrat mit UV/Vis-Spektroskopie zu verfolgen. Erweiternd kdnnen bei didnnen
Schichten und einer geringen Konzentration des aromatischen Systems
Reaktionspartner Verwendung finden, welche zu fluoreszierenden Produkten fiihren.

In Hinblick auf die Anwendung der Schichten fir ein Mikroarray sollte eine
laterale Strukturierung der Substrate angestrebt werden, um eine lokal begrenzte
Reaktivitat fir die Bindung von biologisch aktiven Molekilen zu erreichen. Daneben
kann das Studium von anderen Protein-Molekil-Interaktionen durchgefiihrt werden,
wobei diese Aufgabenstellung in die biologische Forschung hineinreicht. Dazu kann es
notwendig werden, dass die funktionellen Gruppen gebunden an einem Spacer (z.B.
aus EG-Einheiten) in das Netzwerk eingebracht werden missen, um die Proteine vom
Grundgerust des Netzwerkes auf Abstand zu halten. Daneben ist es interessant die
Konformation von Proteinen direkt in den Gelschichten zu untersuchen, um weiteres
Wissen Uber die Eigenschaften der Netzwerke zu generieren.

Andere Anwendungen koénnen Mehrkomponentenarrays sein. Auf Grund der
raumlichen Struktur des Netzwerke kdnnen unterschiedliche Molekile im Raum fixiert
und ihre Interaktion studiert werden. Damit kann die weitere Entwicklung von
nanoskaligen Hydrogelschichten in mehrere Richtungen betrieben werden. Diese
kdénnen sein:

o ErschlieBen von neuen Anwendungen, neben Proteinarrays (z.B.:

Beschichtungen fiir Bioreaktoren)

o Verbesserung des Verstdndnisses der Netzwerkbildung (insbesondere des
gasférmigen Auftrags einer zweiten Komponente)
¢ Untersuchungen zum Abbau der Gelschichten (z.B.: Langzeitstabilitat)

e Verwendung anderer Ausgangsstoffe.
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8 Anhang

8 Anhang

8.1 Abkiirzungen und Formelzeichen

Abkirzungen

AFM
ATRP
APPG-230
APTES
BE

BTC
COC

DAE

DCC
DMAEMA
DNA

EDC

FITC

GE

GPC
IGG

IR

MES
NEXAFS
NHS
NMP
OWLS
PAA
PAMAM
PBS
PET
PTFE
PTC

PE

PEG
PEG-Diamin
PEG-DMA
PEG-MA
REM
PEO
PDMAEMA
PMMA
PG

PP

PTFE
RAFT
ROP

RT

SIMS

Atom-Kraft-Mikroskopie
Atom-Transfer-Radikal-Polymerisation
0,0’-Bis(2-aminopropyl)polypropylenglykol 230
Aminopropyltriethoxysilan

Bindungsenergie
1,3,5-Benzentricarbonsdurechlorid

Cylic Olefin Copolymer

1,2-Diaminoethan

Dicyclohexylcarbodiimid
2-Dimethylaminoethylmethacrylat
Deoxyribonucleic acid (engl.) — Desoxyribonukleinsaure
1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)carbodiimid-
hydrochlorid

Fluoresceinisothiocyanat

Glycidyl Glycerolether
Gel-Permations-Chromatographie
Immunogloblin

Infrarot

2-(N-Morpholino)-ethansulfonséure
Near-Edge-X-ray-Finestructure Spectroscopy
N-Hydroxysuccinimid
Nitroxid-Mediated-Polymerisation
Optische-Wellenleiter-Spektroskopie
Polyacrylsaure

Poly(amidoamin)-Dendrimer
Phosphatgepufferte Saline
Poly(ethylenterephthalat)
Poly(tetrafluorethen)

Propansauretrichlorid

Polyethylen

Polyethylenglykol
0,0’-Bis(2-aminoethyl)ethylenglykol
Polyethylenglykol-dimethacrylat
Polyethylenglykol-methacrylat
Rasterelektronenmikroskopie
Polyethylenoxid
Poly(2-dimethylaminoethylmethacrylat)
Poly(methylmethacrylat)

Polyglycerol

Polypropylen

Poly(tetrafluorethylen)
Reversibler-Additions-Fragmentierung-Kettentransfer
Ringdffnungpolymerisation

Raumtemperatur
Sekundar-lonen-Massen-Spektroskopie
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8 Anhang

Formelzeichen und Naturkonstanten

AB,C
Cv
Ca

Cauchy-Parameter

Volumenkonzentration (mol m™)
Flachenkonzentration (mol m?)
Lésungskonzentration (mol m™)
Diffusionskonstante (m?s™)

Schichtdicke (m)

elektrische Feldstarke (V m™)

kinetische Energie (eV)

Bindungsenergie (eV)

Fallbeschleunigung (9,81 m s?)

Plancksches Wirkungsquantum (6,626 10* Js)
Hohe eines Fllssigkeitsfilmes (m)
Boltzmann-Konstante (1,381 102 J K™
Molare Masse

Universelle Gaskonstante (8,315 J K™ mol™)
Reflektionskoeffizient von p polarisierten Licht
Reflektionskoeffizient von s polarisierten Licht
Temperatur (K)

Zeit (s)

Geschwindigkeit (m s™)

Wegstrecke (m)

Dynamische Viskositat (kg m™ s™)
ellipsometrische Parameter
Wellenlange (m)

Dichte Feststoff (g m™®)

Dichte Flissigkeit (g m™)
ludolfsche Zahl (3,142)

Frequenz (s™)
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