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Kurzfassung V

Kurzfassung

Motivation dieser Arbeit ist die Préparation ultradiinner Nanomembranen (<10 nm), die auBerdem
biokompatibel bzw. proteinresistent sind, um als Tragerfilm biologischer Proben fiir die hochauflo-
sende Transmissionselektronenmikroskopie (HRTEM) Verwendung finden zu kénnen.

Als Basis werden selbstaggregierende Monolagen (SAMs) aus 4‘-Nitrobiphenyl-4-thiol (NBPT) auf
einem Au(111)-Substrat eingesetzt, die durch Bestrahlung mit niederenergetischen Elektronen
lateral quervernetzt und deren terminale Nitrogruppen zu oberflachengebundenen Aminogruppen
reduziert werden (iNBPT). An diese lassen sich Epoxid-terminierte Polyethylenglykole (PEG) derart
koppeln, dass die resultierende PEG-iINBPT Doppelschicht bei einer Gesamtdicke von nur 5nm
biokompatibel wird und der Adsorption von Fibrinogen als Testprotein widersteht. Ferner wird
ellipsometrisch und réntgenspektroskopisch (X-ray photoelectron spectroscopy, XPS) untersucht,
welchen Einfluss Schichtdicke und Packungsdichte des PEG-Films auf die proteinabweisenden Ei-
genschaften des PEG-iNBPT-Films ausiiben und die Resultate mit denen eines etablierten, biokom-
patiblen SAMs aus Oligoethylenglykol-terminiertem Undecanthiol verglichen. Zuletzt muss der
PEG-iNBPT Film vom Substrat abgelost und als Membran (iber ein TEM-Grid mit freistehenden
Bereichen von mindestens 10x10 pm? gespannt werden kénnen, ohne dass die Folie dabei ihre
Biokompatibilitat verliert. Ihre Eignung als HRTEM-Tragerfilm wird anhand von Gold-Nanopartikeln
und dem Eisenspeicherprotein Ferritin demonstriert.

Wegen der vielseitigen Anwendungsmaoglichkeiten von NBPT-SAMs ware es interessant, ein alter-
natives SAM-bildendes System mit dhnlichen Merkmalen zu besitzen. In einer fliihren Arbeit wurde
bereits aufgefiihrt, dass 4'-Cyanobiphenyl-4-thiol (CBPT) Monolagen ebenfalls durch Elektronenbe-
strahlung quervernetzt und die terminale Nitrilgruppe zu einer Aminogruppe reduziert wird. Darauf
aufbauend wird in dieser Arbeit gezeigt, dass sich CBPT-SAMs als negatives Resist-Material in Elekt-
ronenstrahllithographie, sowie als Templat in der chemischen Elektronenstrahllithographie (EBCL)
eignen. In diesem Zusammenhang wird der Einfluss der Elektronenenergie im Bereich von
0.5-10 keV auf den Grad der Quervernetzung aromatischer SAMs sowie auf die Effektivitat der
Reduktion terminaler Gruppen beleuchtet, um so Aufschlisse Uber zugrundeliegende Prozesse bei
der Elektronenbestrahlung selbstaggregierender Monolagen zu gewinnen. AuRerdem wir der Frage
nachgegangen, ob alle durch elektronenstrahlinduzierte Reduktion entstandenen, oberflachenge-
bundenen Aminogruppen gleichermalien in der Lage sind, als Anker zur Kopplung weiterer Moleki-
le zu dienen.

Die SAM-basierenden, PEGylierten Nanomembranen sind mit 5 nm zwar auBerordentlich diinn,
aber nur einseitig biokompatibel. Es wird in dieser Arbeit eine zweite Praparationsmethode vorge-
stellt, die es ermdglicht, direkt und ohne den Umweg lber quervernetzte SAMs, doppelseitig bio-
kompatible Nanomembranen variabler Dicke herzustellen, die ab 20 nm ausreichend mechanische
Stabilitat aufweisen, um freistehend existieren kénnen. Als Vorstufe dient ein aus Epoxid- und
Amino-terminierten, multifunktionellen Polyethylenglykolen bestehender Zweikomponentenfilm,
der per Rotationsbeschichtung auf ein flaches Substrat aufgebracht und thermisch quervernetzt
wird. Die 6-300 nm dicken PEG-Filme werden ellipsometrisch sowie XPS- und infrarotspektrosko-
pisch charakterisiert und auf ihre filmdickenanhadngige Proteinresistenz untersucht. Durch die
Quervernetzung zeigt das polymere Netzwerk ein Hydrogel-typisches, reversibles Quellverhalten
beim Kontakt mit Wasser, welches eingehend ellipsometrisch analysiert wird. Zudem kénnen Gold-
Nanopartikel (AuNPs) irreversibel und in hohen Dichten in der Matrix des PEG-Films immobilisiert
werden und so das Quellverhalten in eine optische Antwort des Systems umwandeln.
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Ein zweiter Aspekt beziiglich der PEG-Filme betrifft ihre Reaktion auf die Bestrahlung mit Elektro-
nen. Das Verhalten von Polyethylenglykolen wird diesbeziiglich erstmals systematisch mit Hilfe der
PEG-Filme XPS- und infrarotspektroskopisch sowie mit R&ntgen-Nahkanten-Absorptions-
Spektroskopie (NEXAFS) untersucht. Ferner wird rasterkraftmikroskopisch (AFM) und fluoreszenz-
mikroskopisch ermittelt, wie sich die dosisabhdngige Elektronenbestrahlung auf die PEG-Filme in
Bezug auf Quellverhalten, Topographie, Benetzbarkeit und Biokompatibilitat auswirken.

Zuletzt werden die PEG-Filme von ihrem Substrat abgehoben, freistehend Uber eine Gitterstruk-
tur gespannt und die mechanischen Eigenschaften wie Elastizitditsmodul und Eigenspannung der
Membranen bestimmt. Auch in diese konnen Gold-Nanopartikel eingebettet werden und somit
eine Verbundmembran mit erweiterten optischen Eigenschaften hergestellt werden. Sie zeigt
zudem ebenfalls ein ausgepragtes Quellverhalten, welches zu veranderten Eigenschaften in Abhan-
gigkeit von duBBern Parametern wie Temperatur oder Luftfeuchtigkeit fihrt.
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Abstract

The motivation behind this work is the preparation of ultrathin nanomembranes (<10 nm), which
should be additionally biocompatible or protein-repelling to be used as supporting film for high-
resolution transmission electron microscopy (HRTEM) studies of biological samples. It may improve
essentially the resolution and structural reliability of such experiments in their specific application
to sensitive biological targets.

As a basis for preparation, self-assembled monolayers (SAMs) of 4'-nitrobiphenyl-4-thiol (NBPT)
on Au(111) substrates are used. In the first step, NBPT SAMs are cross-linked by low-energy elec-
tron exposure resulting in a mechanically stable film. Simultaneously, the terminal nitro groups are
reduced to reactive amine moieties to which epoxy-functionalized poly(ethylene glycols) (PEGs) are
coupled. The resulting PEG-iNBPT bilayer with a total thickness of only 5 nm resists the adoption of
fibrinogen as a test protein. Further, layer thickness and package density of the PEG-moiety is
monitored by ellipsometry and X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) to investigate the influence
on protein-repellent properties of the PEG-iINBPT film. The results are compared with those of
established biocompatible SAMs of oligo(ethylene glycol)-terminated undecanethiol. Finally, the
PEG-iNBPT film is separated from its substrate and transferred to a TEM grid with freestanding
areas of at least 10x 10 um? without losing biocompatibility. The suitability as HRTEM supporting
film is demonstrated using gold nanoparticles and the iron storage protein ferritin.

Due to the versatile applications of NBPT SAMs, it would be valuable to have a second SAM-
building system with similar characteristics. In a previous work was already shown that SAMs of 4'-
cyanobiphenyl-4-thiol (CBPT) are cross-linked by electron exposure and the terminal nitrile group is
converted into an amino moiety. On this basis, in this work is demonstrated that CBPT SAMs are
suitable as a negative resist material in electron beam lithography, as well as a template in the
electron beam chemical lithography (EBCL). In this context, the influence of the electron energy in
the range of 0.5-10 keV is investigated concerning the degree of crosslinking of aromatic SAMs as
well as the efficiency of the reduction of the terminal groups. Through this, one receives infor-
mation about the underlying processes involved in the electron irradiation of self-assembled mono-
layers. In addition, the question is investigated whether all surface-bound amino groups formed by
electron beam induced reduction are equally capable of acting as an anchor group for other mole-
cules.

PEGylated nanomembranes on a basis of cross-linked SAMs are extremely thin but they only offer
a single-side biocompatibility. In this work a second preparation technique is presented which
allows double-sided biocompatible nanomembranes in arbitrary thickness directly and without
having to use cross-linked SAMs. Above 20 nm, they have sufficient mechanical stability to be free-
standing. As precursors, epoxy- and amino-terminated, multi-functional poly(ethylene glycols)
(PEGs) are applied as a two-component film by spin coating on a flat substrate and are thermally
cross-linked subsequently. PEG films between 6-300 nm thicknesses are prepared and character-
ized by ellipsometry, XPS and infrared spectroscopy as well as their thickness dependent protein-
repellence is evaluated. By the cross-linking procedure, the polymeric network exhibits a hydrogel-
like, reversible swelling behavior upon contact with water, which is analyzed in detail by ellipsome-
try. Additionally, gold nanoparticles (AuNPs) are irreversibly immobilized and in high densities in
the PEG matrix of the films to transfer the swelling behavior into an optical response of the film.

For the first time, the behavior of poly(ethylene glycols) in respect to their reaction toward irra-
diation with electrons is systematically investigated using XPS, infrared spectroscopy and near edge
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X-ray-absorption spectroscopy (NEXAFS). Furthermore, atomic force microscopy (AFM) and fluo-
rescence microscopy are used to determine the dose-dependent effect of electron exposure on the
PEG films in terms of swelling behavior, topography, wettability and biocompatibility.

Finally, the PEG-films are detached of their substrate and tightened over a grating structure to
determine the mechanical properties of the membranes with the bulge test. Also gold nanoparti-
cles can be embedded in the membrane producing a composite membrane which offers enhanced
optical properties. The membrane shows a distinct swelling, which expresses altered properties as
a function of parameters such as temperature or humidity.
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1 Einleitung

ROBERT N. NOYCE von der Firma Fairchild Semiconductors (USA) lieB 1961 den Prototypen eines
integrierten Schaltkreises unter der schlichten Bezeichnung ,,Semiconductor Device and Lead Struc-
ture” zum Patent anmelden.! Neben der Idee, aktive und passive elektronische Bauelemente auf
einem Siliziumchip zu vereinen, war es insbesondere der Herstellungsprozess, der sich als beson-
ders zukunftsweisend erwies. Eine Folge von Maskenbestrahlungen, Atzschritten und Metall-
abscheidungen ergab hochkomplexe Strukturen aus einer zunachst chemisch und topographisch
homogenen Oberflache. Schon der erste kommerzielle Mikroprozessor von 1972 vereinte 3500
Transistoren bei StrukturgréBen von 10 um auf einem Siliziumchip. Heute ist es moéglich, mehr als 2
Milliarden Transistoren bei einer StrukturgrofSe von 32 nm auf einem Chip zu integrieren.

Voraussetzung fiir diesen Erfolg war vor allem die Entwicklung lithographischer Techniken zur
Mikro- und Nanostrukturierung. Auf einem glatten Substrat wird ein Resist-Material aufgebracht,
das beziiglich seiner Widerstandsfahigkeit gegenilber einer Entwicklerldsung durch eine externe
Aktivierung entweder stabilisiert (negativ Resist) oder destabilisiert (positiv Resist) wird. Litho-
graphische Strukturierungen erfolgen am einfachsten mittels Belichtung durch eine Photomaske.
Da aber die Herstellung der Lochmasken mit zunehmender Miniaturisierung sehr aufwandig und
teuer ist, bietet sich als Alternative die maskenlose Lithographie an, bei der der Resist zeilenweise
beispielsweise durch einen fokussierten Elektronenstrahl belichtet wird. Trotz der im Vergleich zur
Maskenbestrahlung deutlich langsameren Ausfiihrungsgeschwindigkeit, hat sich dieses Verfahren
etabliert, da ein Elektronenstrahl relativ einfach bis auf wenige Nanometer fokussiert und positio-
niert werden kann und das Gebiet der Nanolithographie (StrukturgroRen unter 100 nm) ohne gro-
Ren apparativen Aufwand zuganglich ist.

Nun wird aber das Resist-Material zum begrenzenden Faktor was die strukturelle Auflésung an-
geht, da sie nicht mehr durch die Ausdehnung des Elektronenstrahls sondern durch die Filmdicke
des Resists bestimmt wird. Der so genannte Proximity-Effekt fiihrt dazu, dass durch Uberblendung
der effektiv bestrahlte Bereich immer grofer ist als der Durchmesser des Elektronenstrahls. Die
durch Ruckstreuelektronen (back scattered electrons, BSE) hervorgerufene Unscharfe wird umso
groRer, je hoher die Energie des Elektronenstrahls ist. Andererseits kann dessen Energie nicht
beliebig gesenkt werden, da dann zum einen seine Fokussierbarkeit abnimmt und zum anderen die
Eindringtiefe in das Resist-Material sinkt und es nicht mehr vollstandig belichtet wird. Die minimale
Filmdicke fir einen per Spincoating aufgetragenen PMMA Standard-Resist liegt bei ~50 nm, was
eine Elektronenenergie von mindestens 5 keV
erfordert und wegen des Proximity-Effekts zu
einer Begrenzung der effektiven Auflosung von
etwa 100 nm fiihrt.> Um kleinere Strukturen auf
elektronenstrahllithographischem Weg herzu-
stellen, muss ein vollkommen anderes Resist-
Material verwendet werden.

Selbstaggregierende Monolagen (SAMs) orga-
nischer Thiole auf Gold (Abb. 1) sind seit Anfang
1990 im Mittelpunkt intensiver Forschung, da sie

Abb. 1. Selbstaggregierende Monolage auf einem
Goldsubstrat (gelb) am Beispiel von Dodecanthiol
ein prdparativ einfaches und vielseitiges System mit einer Thiolat Kopfgruppe (rot), einer Spacer-

zur Oberflachenfunktionalisierung bilden.*” Gruppe (grau) und einer optionalen Endgruppe.
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Der monomolekulare Film ist dabei so dicht
gepackt, dass er trotz seiner extrem gerin-
gen Dicke von nur ~1nm das darunterlie-
gende Substrat wirksam beispielsweise vor
Atzchemikalien schiitzen kann.® Es ist daher
naheliegend, ein derartiges System als
monomolekularen Resist zur nanolithogra-
phischen Strukturierung zu verwenden.’
Bereits bei einer Elektronbestrahlung ab
10eV konnen die (C-H)- und (C-C)-Bin-
dungen gespalten werden,® was bei alipha-
tischen SAMs zur Desorption der Molekiil-
fragmente fihrt, wahrend es bei Mono-
lagen mit aromatischem Gerlist zu einer
intermolekularen Quervernetzung kommt.

Abb. 2. Nanolithographische Strukturierung gemaR
,,Top-Down“-Methode: Ein aromatischer Biphenylthiol-
SAM als negatives Resist-Material auf einem Siliziumsub-
strat erlaubt strukturelle Auflésungen bis zu 20 nm. [10]

Die bestrahlten Areale aliphatischer SAMs kdnnen das Substrat bei einem anschlieRenden nass-

chemischen Atzprozess nicht mehr schiitzen,

die SAMs reagieren als Positiv-Resist.” Auf der ande-

ren Seite gewinnen aromatische SAMs durch Quervernetzung an diesbeziiglicher Widerstands-

fahigkeit und lassen sich als Negativ-Resist verwenden.

1012 15 Abb. 2 ist ein Beispiel fir die Leis-

tungsfahigkeit von SAMs als Resist-Material in der Nanolithographie gezeigt. Aufgrund der geringen
Dicken kann mit entsprechend niedrigen Elektronenenergien gearbeitet und Strukturen bis 20 nm

realisiert werden. Weder mit klassischen Resist-Materialien noch maskenlithographisch lassen sich

derart hohe Auflosungen erzielen.

Die Verwendung selbstaggregierender Monolagen beschradnkt sich aber bei weitem nicht nur auf

die Verwendung als Resist-Material zur , Top-down“-Nanostrukturierung. Abb. 3 gibt einen Uber-

blick der wichtigsten Anwendungs-
gebiete. Insbesondere bei Ver-
wendung aliphatischer- und aro-
matischer Thiole, die eine funktio-

nelle Endgruppe tragen, ergibt sich

eine Vervielfaltigung der Moglich-

keiten. Durch eine geeignete Wahl

der Endgruppen von SAMs kdnnen

sie so die Charakteristika von
Oberflachen beispielsweise beziig-

lich Benetzbarkeit,® elektrischer
Leitféhigkeit:m'15 oder Widerstands- durch
fahigkeit gegeniiber unspezifischer  bestamng

Direkte
Aktivierung

Proteinadsorption und Zelladha-
sion gesteuert werden.'*"’

Gerade die Anwendung selbst-
aggregierender Monolagen im

biologischen Kontext ist von gro-

Quervernetzte und > Freistehende
mechanisch stabile Nanomembranen...
monomolekulare Filme

... mit definierten
Eigenschaften

Grof3flachige, homogene Umfunktionali- <%
Elektronenbestrahlung sierung durch
(nur aromatische SAMs) Kopplung
| - 4
Selbstaggregierende bereits Oberflachen
Monolagen — funktionalisier- —» mit definierten
(SAMs) te SAMs Eigenschaften
Elektronenstrahlschreiber
oder
Bestrahlung durch Maske
Monomolekulare Nass- Nanostrukturierung:
(+)- oder (-)-Resists fur [~ Cheﬂéﬁhes —» ,Top-Down*-
Nanolithographie Methode
|
Austauschreaktion
(IPER)
Templat zur Chemi- Kopplung Nanostrukturie[ung:
schen Nanolithogra- |~ weiterer =9 »,Bottom-Up*-
phie (EBCL) Spezies Methode

Rem Interesse und erstreckt sich Abb.3. Schema der wichtigsten Anwendungsbereiche selbst-

aggregierender Monolagen (SAMs) organischer Thiole auf Gold.

auf Forschungsgebiete wie der
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Bildung von Biofilmen auf Oberflachen, Biosensoren und medizinischen Anwendungen. Dabei
stellen die Monolagen aufgrund ihrer geringen Rauigkeit und chemischen Uniformitat eine nahezu
ideales Modellsystem dar, um die Wechselwirkung von Biomolekiilen mit Oberflachen zu untersu-
chen.’ Es reicht bereits der nur ~2 nm diinne Film eines Hexaethylenglykol-terminierten Unde-
canthiol-SAMs — HS-Cy1H2,-(OCH,CH,)6-OH — aus, um eine vollstandig biokompatible Oberflache zu
schaffen, die der Adsorption selbst stark adsorbierender Proteine wie Fibrinogen widersteht.
Oberflachen kénnen aber auch dadurch modifiziert werden, dass die Endgruppen der SAMs als
Anker zur Kopplung weiterer Spezies verwendet werden. Dafiir eignen sich insbesondere Amino-
terminierte Filme, da die NH,-Gruppe als potentes Nukleophil mit einer Vielzahl chemischer Grup-
pen wie Saurechloriden, Anhydriden, Isocyanaten und Epoxiden unter milden Bedingungen rea-
giert. In diesem Zusammenhang hat sich ein eigenstandiges Forschungsgebiet entwickelt, welches
SAMs als Basis fiir oberflacheninitiierte Polymerisationen (surface-initiated polymerization, SIP)

1920 Besonders interessant ist diese Polymerisationsmethode in Kombination mit der Elekt-

einsetzt.
ronenstrahllithographie zur so genannten , Bottom-Up“-Nanostrukturierung. Ein vielseitig einsetz-
bares Verfahren zur Erzeugung von Strukturen chemischer Reaktivitaten fiihrt Uber eine strah-
lungsinduzierte Austauschreaktion (irradiation-promoted exchange-reaction, IPER). Dabei werden
belichtete Bereiche eines aliphatischen SAMs ohne Endgruppe durch Alkanthiole mit reaktiver
Endgruppe ausgetauscht, die als Ausgangspunkt fiir eine oberflacheninitiierte Polymerisation
dient.”

Ein zweiter Weg zur nanolithographischen , Bottom-Up“-Strukturierung nutzt die Tatsache aus,
dass sich die Endgruppen einiger SAMs mit einem Elektronenstrahl auch direkt aktivieren lassen
und der Schritt der Austauschreaktion deshalb nicht mehr bendtigt wird. So zeigen aliphatische
Monolagen aus 11-Aminoundecanthiol (AUDT) erst nach einer Elektronenbestrahlung von
~1mC/cm? (bei 10 eV) ihre volle Reaktivitit gegeniiber elektrophilen Reagenzien. Besonders inte-
ressant ist die Tatsache, dass die chemische Reaktivitat der oberflichengebundenen Aminogrup-
pen dosisabhdngig ist. Man kann einen chemischen Reaktivitatsgradienten erzeugen, der es ermog-
licht, mittels SIP dreidimensionale Strukturen variabler Hohe zu erzeugen (Abb. 4).?

Ein alternatives Templat zur direkten Aktivierung und chemischen Nanostrukturierung sind Mo-
nolagen mit einem aromatischen Geriist. Dabei wird ausgenutzt, dass diese SAMs bei Elektronen-
bestrahlung aufgrund von Quervernetzung nicht nur stabilisiert werden, sondern dass der frei-
werdende Wasserstoff zudem in der Lage ist, geeignete Endgruppen zu reduzieren. Das bis heute
einzig etablierte System zur direkten Oberflachenaktivierung
aromatischer SAMs besteht aus 4‘-Nitro-biphenyl-4-thiol (NBPT),
deren terminale Nitrogruppen chemisch nahezu inert sind, wah-
rend der Elektronenbestrahlung aber zu oberflaichengebundenen
Aminogruppen reduziert werden.?® Ferner lsst sich die Reaktivitat
der Oberflache ebenfalls Gber die Bestrahlungsdosis steuern,® um
beispielsweise dreidimensionale, polymere Nanostrukturen auf
einer Oberfliache zu erschaffen (Abb. 5).>2° Aufgrund der einzig-
artigen Moglichkeiten von NBPT-SAMs wadre es natlrlich wiin-

schenswert, ein alternatives System mit ahnlichen Eigenschaften

Abb. 4. ,,Bottom-Up“-Nano-
zu besitzen. In einer friheren Arbeit konnte bereits dargelegt strukturierung: AUDT-SAM mit
werden, dass SAMs aus 4‘-Cyanobiphenyl-4-thiol (CBPT) bei Elekt- Polymerbiirsten, deren H6hen
(0-100 nm) dosisabhangig sind
(0-1.0 mC/cm? bei 3 keV). [22]

ronenbestrahlung ebenfalls oberflichengebundene Aminogrup-
pen bilden, an die sich weitere Molekiile koppeln lassen.® In die-
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ser Arbeit wird gezeigt, dass sich CBPT-SAMs nicht nur
als negatives Resist-Material sondern auch als SIP-

400

z (nm)

Templat fir die chemische Nanolithographie eignen

(Abschnitt 5.1.1). In diesem Zusammenhang wird erst-

mals systematisch der Einfluss der Elektronenenergie

auf die Ausbeute der Reduktion (Abschnitt5.1.2) und . e
den Grad der uervernetzun untersucht (Ab- 12\ e o e -

. . ( 4 0 | radiation dose (mClcm?) .
schnitt 5.1.3). Ferner wird zum ersten Mal detailliert y o) - & xum) 12

Uberprift, inwieweit die durch elektronenstrahlinduzier-
Abb. 5. AFM-Bild von lithographisch struk-

turierten, dreidimensionalen Polymerbiirs-
ten auf einem NBPT-SAM. [25]

te Reduktion entstandenen, oberflichengebundenen
Aminogruppen aromatischer Monolagen fiir die Kopp-

lung weiterer Molekiile tberhaupt zuganglich sind (Ab-
schnitt 5.1.5). Hinsichtlich dieses Aspekts sind die Angaben in der Literatur teilweise widerspriich-
lich. So fanden Eck et al. bei der Kopplung von Trifluoressigsdureanhydrid (TFAA) an bestrahlte
NBPT-SAMs nur eine maximale Ausbeute von <70 % beziglich der vorhandenen NH,-Gruppen,”
wéahrend anderseits berichtet wurde, dass sich TFAA an chemisch reduzierte NBPT-SAMs wie auch
an OH-terminierte Alkanthiol-Monolagen nahezu quantitativ koppeln lieR.**?

Aromatische Monolagen sind auch deshalb von besonderem Interesse, da sie einen praparativ
bequemen Weg zur Herstellung ultradiinner Nanomembranen (<10 nm) bieten. Die elektronen-
strahlinduzierte Quervernetzung von Bi- oder Terphenylthiol-SAMs fiihrt zu einem ungeordneten,
aber duBerst stabilen Kohlenstofffilm,* der trotz seiner geringen Dicke von kaum mehr als ei-

nem Nanometer, Temperaturen von Gber 1000°C standhalt.3**

Er kann von seinem Substrat abge-
hoben werden und als Nanomembran (carbon nanomembrane, CNM) freistehend tiber Flachen
von mindestens 100x 100 um? existieren (Abb. 6a).>** CNM haben sich bei der Untersuchung von
Nanopartikeln bereits als vielversprechende Tragermembran (Support) in der hochauflésenden
Transmissionselektronenmikroskopie (HRTEM) bewahrt (Abb. 6b).>’

Auch die zuvor besprochenen NBPT-SAMs sind zur Membranherstellung geeignet, wobei sich al-
lerdings aufgrund einer geringeren Packungsdichte nur freistehende Flachen von 20x20 pm? reali-
sieren lassen. Dennoch konnten aus NBPT-SAMs freistehende Membranen hergestellt werden, auf

38-39
z

denen vor dem Abheben ein bis zu 300 nm dicker Polymerfilm mittels SIP erzeugt wurde. u-

gleich waren diese Polymer-Teppiche

(polymer carpets) der erste erfolgreiche

Versuch, zumindest eine Seite einer

Nanomembran malgeschneidert zu

funktionalisieren und auf diese Weise
die Limitierung auf die wenigen, existie-
renden Endgruppen aromatischer SAMs
zu umgehen. Weitere Versuche, frei-
stehende SAM-basierte Nanomembra-

nen zu funktionalisieren, beschrankten

freistehenden Membran, die durch Quervernetzung und

sich auf die Strukturierung der Monola-
gen bereits vor Bestrahlung,**“° bzw. auf
Kopplung an die Aminogruppen der
freistehenden NBPT-Membran.*!

Abheben eines aromatischen Biphenylthiol-SAMs erhalten
wurde [36]; (b) Bei Verwendung der Membran als TEM
Tragerfilm lassen sich die individuellen Goldatome eines
Gold-Nanopartikels als helle Punkte sichtbar machen. [37]
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Es stellt sich daher die Frage, inwieweit sich
die Fahigkeit aromatischer SAMs aus ihnen
ultradiinne Nanomembranen herzustellen,
mit der Biokompatibilitdit von Polyethylen-
glykolen kombinieren lasst, um biokompatible
Tragermembranen zur TEM-Untersuchung
biologischer Proben zu erhalten. Gerade bei
der Untersuchung  von Oberflachen-

immobilisierten Proteinen ist wichtig, die

Trégermembran aus (@) einer Monolage von Gra-
. L phenoxid (GO) [45] und auf (b) einer Membran basie-
Oberfldche zu minimieren. Andernfalls kommt .42 ¢ einem Biphenylthiol-SAM (CNM) [44].

Wechselwirkung des Biomolekils mit der

es zur Entfaltung und Denaturierung des zu
untersuchten Proteins, was seine Struktur und Wirkungsweise verindert.”
Als TEM-Support im unteren Nanometer-Bereich fiir biologische Proben werden in der Literatur

434 nur noch Nanomem-

neben den auf quervernetzten Biphenylthiol-SAMs basierenden CNM,
branen aus Graphen bzw. Graphenoxid (GO)* erwahnt (Abb. 7). Beide Membranen haben keine
chemisch einheitlich definierten Oberflachen. Nur bei den CNM konnte nach ihrem Ausgliihen im
Ultrahochvakuum (annealing) indirekt eine begrenzte Biokompatibilitat zumindest fir das Protein
Bacteriorhodopsin nachgewiesen werden, einem Bestandteil der Purpurmembran des Halobakteri-
ums Halobacterium salinarum.” Eine weitergehende Uberpriifung der Biokompatibilitat durch
Proteinadsorptionsexperimente wurde weder bei den CNM noch bei den GO-Membranen durchge-
flhrt. Insofern wére es interessant, eine ultradiinne Membran herzustellen, die bei TEM-Experi-
menten dhnliche Abbildungsqualitdten liefert und bei der sich die Biokompatibilitdt in Form einer
Proteinresistenz gegenliber stark adsorbierenden Proteinen wie Fibrinogen direkt zeigen lasst.

Als Basis flr die Herstellung biokompatibler Nanomembranen werden in Abschnitt 5.2 die bereits
diskutierten 4‘-Nitrobiphenyl-4-thiol (NBPT) Monolagen verwendet. Nach deren Bestrahlung wird
Epoxid-terminiertes Polyethylenglykol (PEG) derart an die oberflachengebundenen Aminogruppen
gekoppelt, dass der PEGylierte Film bei einer Gesamtdicke von nur 5 nm biokompatibel ist, was
durch Adsorptionsexperimente mit Fibrinogen als Testprotein demonstriert wird. Nach dem Abhe-
ben der PEGylierten NBPT-Filme, lassen sie sich als freistehende Nanomembranen auf eine Git-
terstruktur Gbertragen ohne dabei ihre Biokompatibilitdt zu verlieren, was durch ein weiteres
Adsorptionsexperiment mit Fluoreszenz-markiertem Fibrinogen verifiziert wird. Zuletzt wird die
Eignung als Support in HRTEM-Experimenten durch
Untersuchungen von Gold-Nanopartikeln und dem
Eisenspeicherprotein Ferritin gezeigt.

Die hier vorgestellten Membranen auf Basis PEG-
ylierter, aromatischer SAMs sind mit 5nm zwar
aullerordentlich diinn, besitzen aber nur auf der

PEG-Seite proteinabweisende Eigenschaften, d.h. die

Membranen sind nur einseitig biokompatibel. Wer- Abb. 8. Generelles Prinzip zur Herstellung
ultradiinner Membranen: Als Vorldufer zur
Membranherstellung dient ein quervernetz-
ter Film. Zwischen diesem und dem Substrat
der SAM-Seite. Daher ware es wiinschenswert, eine befindet sich eine leicht zu entfernende,

Nanomembran herzustellen, die beidseitig biokom- tempordre Schicht (sacrificial layer), nach
deren Auflosen der Film zur Membran wird.

den sie beispielsweise in eine Proteinlésung ge-
taucht, fuhrt das zu unspezifischer Adsorption auf

patibel ist. Als Ansatz fir die Praparation muss man
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sich das Grundprinzip der Membran-
herstellung noch einmal vor Augen
fuhren, welches auch den SAM-
basierenden Membranen zugrunde
liegt (Abb.8). Als Vorlaufer der
Membran dient ein diinner, querver-

netzter Film, welcher sich auf einem
flachen und moglichst glatten Trager Abb. 9. Schwellverhalten von Hydrogelen durch Wassereinla-
gerung am Beispiel eines Cellulose-basierenden Polymers (a)
mit einem riesigen Schwellverhéltnis von > 500(b). [46]

befindet. Zwischen beiden liegt eine

weitere temporare Schicht (sacrificial
layer), nach deren Auflosung sich der quervernetzte Film von dem mechanischen Trager ablost und
damit zur Membran wird. Bei Ubertragung auf eine Gitterstruktur spricht man von freistehenden
Membranen. Damit sind die Bedingungen fir eine erfolgreiche Praparation beidseitig biokompatib-
ler Nanomembranen gegeben und es stellt sich die Frage nach der Realisierung des geeigneten
Vorlauferfilms. Biokompatibilitat lasst sich am einfachsten mit den bereits erwahnten Polyethylen-
glykolen erreichen, die als diinner Film auf ein geeignetes Substrat aufgebacht und durch einen
externen Prozess quervernetzt werden miissen. Derartige PEGs werden auch als PEG-Hydrogele
bezeichnet und sind nur ein Beispiel fir eine ganzen Klasse hydrophiler, durch Wasser quellbarer
und quervernetzter Polymere, die nach der Einlagerung von Wasser allgemein als Hydrogele be-
zeichnet werden (Abb. 9)."**’ Fir PEG-Hydrogele gilt, dass sie weiterhin biokompatibel sind. Sie
kénnen biologisch aktive Substanzen in ihrer Matrix immobilisieren und in einer bestimmten Rate
wieder freigeben, weshalb sie in der kontrollierten Abgabe medizinischer Wirkstoffe Verwendung
finden (drug release).”**

Fir die Herstellung von PEG-Hydrogelen werden haufig Acrylat-terminierte Polyethylenglykole

verwendet und unter UV-Licht polymerisiert.”®>!

Bei Bestrahlung durch eine Photomaske lassen
sich zudem strukturierte PEG-Filme erzeugen.””>® Andererseits kann die Quervernetzung auch
durch eine chemische Reaktion funktionalisierter Polyethylenglykole realisiert werden.

GROLL et al. verwendeten beispielsweise Isocyanat-terminierte STAR-PEGs, um diinne und quer-
vernetzte PEG-Filme mit Dicken zwischen 3-500 nm auf einer glatten Oberfliche herzustellen.”*®
STAR-PEGs sind multifunktionelle Polyethylenglykole und tragen zwischen 4 und 8 funktionelle
Gruppen pro Oligomer. Allerdings wurden die Filme nur auf ihre Proteinresistenz hin untersucht
und zur Kopplung weiterer Molekiile an noch verbleibende Isocyanatgruppen verwendet. Zudem
ist der Einsatz multifunktioneller Isocyanate wie auch Acrylate als Einkomponentensystem dahin-
gehend problematisch, dass es zusatzlich zu einer intramolekularen Reaktion der einzelnen Arme
kommt und damit zu einer Verringerung des Quervernetzungsgrads. Fir eine erfolgreiche Mem-
branpraparation ist aber gerade ein hoher Quervernetzungsgrad unverzichtbar. Eine Losung bieten
die Arbeiten von WATANABE et al., die freistehende Nanomembranen ab einer Dicke von 25 nm auf
Basis der chemischen Quervernetzung eines Zweikomponentensystems multifunktioneller Oligo-
mere hergestellt haben, deren Bestandteile ein aromatisches Macromonomer mit flnf Epoxid-
gruppen und verzweigtes Polyethylenimin (PEI) waren.*”®

In dieser Arbeit wird das Konzept des Zweikomponentensystems von WATANABE mit dem multi-
funktioneller STAR-PEGs von GROLL zusammengefiihrt, um hochgradig quervernetzte PEG-Schichten
zu praparieren, die im Folgeschritt als freistehende PEG-Hydrogele mit Dicken im Nanometer-
bereich existieren kdnnen. Entsprechend wird die Praparation der PEG-Filme mit Epoxid- und Ami-

no-terminierten, 4-armigen STAR-PEGs der Molmasse von 2000 kDa realisiert. Nach deren Rotati-
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onsbeschichtung (spin coating) auf ein Substrat und der chemischen Quervernetzung bewegt sich
die Dicke der Filme zwischen 6-300 nm, obwohl in Abhangigkeit der Parameter des Praparations-
prozesses prinzipiell auch héhere Filmdicken erreichbar sind.

Vor dem Abheben der PEG-Filme vom ihrem Substrat werden sie in Bezug auf Biokompatibilitat,
Quelleigenschaften, Verhalten gegenilber Elektronenbestrahlung und der Fahigkeit, in Wasser
geloste Gold-Nanopartikel zu deponieren, eingehend charakterisiert. Dabei zeigt sich, dass die
diinnen PEG-Hydrogel Filme (hydrogel thin films) fir sich genommen schon duRerst ungewohnliche
Merkmale aufweisen, die sie fiir Vielzahl von Applikationen potentiell interessant machen.

Das Quellverhalten diinner, polymerer Hydrogelfilme als Reaktion auf einen duReren Reiz stellt
ein vielversprechendes Anwendungsgebiet zur Herstellung intelligenter Oberflachen dar (,smart
responsive surfaces”).” Diese reagieren auf duRere Parameter wie beispielweise Temperatur,
Luftfeuchtigkeit oder pH-Wert mit Veranderung in ihren optischen, elektrischen oder geometri-
schen Eigenschaften. Als Membran kénnen diese Polymere zudem als selbstauslosendes Ventil fiir
lonen oder Molekiilen verwendet werden. Reversibles Quellverhalten polymerer Materialien bei
Kontakt mit einem ,guten” Losungsmittel ldsst sich zundchst thermodynamisch aufgrund einer
Minimierung der freien Enthalpie der Mischung erkladren. Ist das Polymer quervernetzt, kénnen die
Molekiilketten nicht in Losung gehen, sondern werden durch den osmotischen Druck des Losungs-
mittels entgegen ihrer normalen GauRschen Konformation gestreckt. Das Gleichgewicht dieser
beiden Krafte bestimmt das Volumen des polymeren Netzwerks und das Quellverhaltnis, womit
sich auch die allgemeine Beobachtung erklart, dass dieses mit zunehmendem Quervernetzungsgrad
abnimmt. Fir isotrope, neutrale Polymere (wie PEG-Hydrogele) lasst sich das Quellverhalten durch
einen Ansatz von FLORY und REHNER beschreiben °®®? und der Quervernetzungsgrad (genauer die
mittlere Molmasse zwischen zwei Verzweigungspunkten) aus dem Quellverhéltnis berechnen. Da
die Kinetik der Wassereinlagerung unter Diffusionskontrolle ablauft, ist die hohe Geschwindigkeit
des Quellvorgangs ein wichtiges Merkmal diinner Hydrogel-Filme. Liegt die Reaktionszeit makro-
skopischer Hydrogele (Abb.9) im Minuten- und Stundenbereich, betragt sie bei 10 um Filmen
schon weniger als 1.2 Zudem ist das Quellverhalten diinner Filme hochgradig anisotrop, sodass
die Richtung der VolumenvergréRerung in erster Linie senkrecht zur Substratebene verliuft.®*

Fiir thermosensitives Verhalten diinner Hyd-

rogel-Filme sind zwei Grundprinzipien zu unter- ." *
<

scheiden. Zum einen kénnen polymere Netz-

Water
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Insoluble

werke, sobald sie in eine Fliissigkeit getaucht

sind, bei einer bestimmten Temperatur einen
spontanen Phasenilibergang zeigen. Prominen-

?
g

testes Beispiel ist Poly-N-Isopropylacrylamid
(P-NIPAM), das unterhalb einer kritischen Los-
lichkeitstemperatur (lower critical solution

LCST=32°C
(in water)

Light transmittance (%)
—

temperature, LCST) von 32 °C wasserloslich ist,

[ 0 "
auftritt und sich nicht mehr in Wasser [0st 22°C_ ® Tzesmpef:mre(‘?z) ®
(Abb. 10).* Liegt P-NIPAM als oberflichenge-

bundener, diinner Film oder in Form von Poly-

wahrend es oberhalb als milchige Suspension

Abb. 10. Thermosensitives Verhalten von P-NIPAM
mit einer unteren, kritischen L&slichkeitstempera-
merbirsten vor, ist das Material unterhalb der tur (LCST) in wassriger Losung (a), als oberflachen-

LCST hydrophil und durch Wassereinlagerung g&ebundene Polymerbirsten (b) und das entspre-

gequollen, wahrend es oberhalb als hydro- e O )
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phobes Polymer mit geringer Filmdicke auftritt.”” Der Wechsel der Hydrophilie geht auch mit einer
Veranderung der Biokompatibilitat bzw. der Fahigkeit, Zelladhasion widerstehen zu kénnen, ein-
her.%

Ursache fir die Existenz eines solchen Phasenilibergangs ist in den thermodynamischen Eigen-
schaften des Polymer-Losungsmittels-Systems zu suchen. Mischungsenthalpie AH, und Mi-
schungsentropie AS,, haben das gleiche Vorzeichen, weshalb die Temperaturabhangigkeit der
freien Mischungsenthalpie AGy= AHy-T-ASy, eine Nullstelle und damit einen Phaseniibergang
spontaner Mischung bzw. Entmischung besitzt. So mischen sich P-NIPAM und Wasser mit
AH\, = +50 J/g endotherm, wihrend sie entropisch begiinstigt ist (ASy>0).%” Auf der anderen Seite
sind Polyethylenglykole deutlich hydrophiler und I6sen sich in Wasser exotherm (AH,, =-50 J/g fir
ein die Mischung von PEG400).®® Weil auch bei diesem System die Mischungsentropie ASy ein
positives Vorzeichen hat, wird AGy, immer negativ, und die Loslichkeit ist bei allen Temperaturen
freiwillig. Das gilt zumindest bei dieser vereinfachten thermodynamischen Betrachtungsweise. Es
bedeutet ferner, dass PEG-Hydrogele unter Wasser stets aufquellen, sobald der osmotische Druck
des Losungsmittels die konformative Fixierung der Molekiilketten lbersteigt.

Ein weiterer Aspekt von Hydrogelen im Zusammenhang mit den Quelleigenschaften ist ihre Fa-
higkeit, andere Substanzen einlagern und durch einen externen Stimulus (z.B. Temperatur, pH-
Wert) wieder freizugeben. Es lassen sich nicht nur organische Molekiile einbetten, sondern auch
anorganische Metall-Nanopartikel, wobei diese sich meist irreversibel festsetzen und so einen
Hybrid-Film mit zusatzlichen Merkmalen erzeugen. Dazu zahlen in erster Linie erweiterte optische
Eigenschaften, die mit der Tatsache zusammenhangen, dass in Metall-Nanopartikeln leicht Ober-
flachenplasmonenresonanzen (surface plasmon resoances, SPR) angeregt werden konnen. Zu
diesem Zweck verwendet man fast immer Gold-Nanopartikel (AuNPs), da diese ohne Schutzgas
stabil sowie praparativ einfach zuganglich sind. Zudem sind sie in verschiedensten GréRen, Formen
und Oberflachenfunktionalitdten verfiigbar und haben eine intensive SPR-Absorptionsbande im
sichtbaren Bereich (in wassriger Losung z.B. ~520 nm bei einem Partikeldurchmesser von 10 nm).

Bei Metallfilmen makroskopischer wie mikroskopischer Dimension ist zur resonanten Anregung
dieser kollektiven Oszillation der Valenzelektronen ein spezieller optischer Aufbau notwendig (Kre-
tschmann- oder Otto-Konfiguration). In sphéarischen Gold-Clustern, deren Durchmesser 2R deutlich
kleiner ist als die Wellenldange der Plasmonenresonanz A ist (2R<<A), kdnnen die Oberflachenplas-
monen jedoch auch direkt von der einem einfallenden Lichtstrahl angeregt werden (Abb. 11).
Dieses als lokalisierte Oberflachenplasmonenresonanz (localized surface plasmon resonance, LSPR)
genannte Phanomen tritt sowohl bei immobilisierten als auch kolloidalen AuNPs auf. Selbst in
extrem verdinnter Losung oder als Monolagen haben sie noch eine gut zu detektierende Absorpti-
onsbande. Von Interesse ist in erster Linie die Position des Maximums, weil dieses einerseits emp-
findlich von der Struktur der Nanoparti-
kel selber (GréRe, Form, GroRenvertei-
lung und raumlicher Anordnung) und
anderseits von den dielektrischen Eigen-

schaften &y des ungebunden Mediums
69-70

abhangt.

Sind solche Nanopartikel in ein poly- Abb. 11. (a) Schema der Anregung lokalisierter Oberfldchen-

meres Hydrogel eingebettet, kann des- plasmonenresonanzen (LSPR) in Nanopartikeln [68]; (b)
sen durch einen externen Reiz hervor- Abhangigkeit der LSPR-Absorptionswellenldnge von der

gerufenen Verinderungen direkt in ein FPartikelgréBe (535 nm)[70].
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optisches Signal umgewandelt werden. Entsprechend haben MiT-
SUISHI et al. die thermosensitiven Eigenschaften von P-NIPAM in ein
LSPR-Signal libersetzt, indem sie Goldnanopartikel auf ein Glassub-
strat fixiert und die Polymerbirsten in den Zwischenrdaumen haben
wachsen lassen (Abb. 12).”* Der in Abb. 10 gezeigte Phaseniiber-
gang bei der kritischen Temperatur (LCST) fiihrt zu einer Anderung
der dielektrischen Natur des die AUNP umgebenden Polymers und
damit zu einer Blauverschiebung des Absorptionsmaximums des
LSPR-Signals. Allerdings ist die Empfindlichkeit dieser Sensorvarian-
te, bei dem die Nanopartikel auf der Oberflache fixiert sind, mit
einer Resonanzverschiebung von nur 6 nm gering, da sie aus-
schliefilich durch die Veranderung der Permittivitat des Mediums
verursacht wird.

Andererseits ist die LSPR-Bedingung beziiglich des Abstandes zwi-
schen den AuNPs wesentlich sensitiver, sobald deren Entfernung
innerhalb des Bereichs kollektiver Wechselwirkung der Partikel
liegt, das heiRt der Interpartikelabstand d kleiner als der flinffache
Partikelradius R ist (d<5R). Je nach Abstand d kommt es zu einer
Rotverschiebung des Absorption um bis zu 300 nm (d=0.5 nm).”
Diesem Ansatz folgend haben TOKAREV et al. den Sensortyp verbes-
sert, indem sie neben den auf dem Substrat fixierten AuNPs eine
zweite Schicht von Nanopartikeln auf dem Polymerfilm deponier-

Shrinking (high 1)

T>LCST] l T<LCST

Stretching (low n.4)

pNIPAM
brush

e

nanosheet A AEm iy Hatt o it

450 500 550 600 650
Wavelength (nm)

Abb. 12. Prinzip eines Sensors
zur Detektion der Anderung
der Filmdicke von oberflachen-
gebundenem P-NIPAM als op-

ten (Abb.13).”””® Im nicht-gequollenen Zustand liegt das Maxi- Elizs Sl ]

mum der Resonanz aufgrund der Nahe zwischen beiden Goldschichten nun bei 625 nm. Schwillt
der Polymerfilm an, dndert sich nicht nur dessen Dielektrizitdtskonstante, sondern es nimmt vor
allem der Abstand zwischen den fixierten und mobilen AuNPs zu. Damit sinkt die Starke der Inter-
partikelkopplung, was wieder zu einem Maximum der Absorption im Bereich individueller AuNPs
bei 574 nm flhrt und damit einer Blauverschiebung von 50 nm.

Es kann bis hierher festhalten werden, dass Gold-Nanopartikel, die in einen polymeren Netzwerk
einbetten sind, ein vielversprechendes Vehikel darstellen, um das durch einen externen Stimulus
hervorgerufene Anschwellen des Films direkt in eine Anderung der optischen Absorptionseigen-
schaft Ubersetzten zu kdnnen. Besonders hohe Sensitivitdten lassen sich erzielen, wenn die AuNPs
so dicht gepackt sind, dass neben den individuel-

. . . . Gold nanoparticles
len auch die kollektiven Eigenschaften der Parti-

kel hervortreten. Da diese Interpartikelkopplung

81%

starker als die Kopplung mit dem umgebenden 0.7 nm

Mediums ist, fihrt die Verdanderung des Inter-

coldV pH=20

AA,“!, =50nm pH=50
nanoislands Py

-
~

partikelabstands zu einer deutlicheren Anderung
des UV-VIS-Spektrums (6 nm vs. 50 nm). Es gibt
aber eine Einschrankung: Um die hohe Empfind-

i

lichkeit zu gewahrleisten, miissen die Abstande

400 500 600 700 800
Wavelength (A), nm
Abb. 13. Verbesserter LSPR-Sensortyp, der die hohe
Empfindlichkeit des Absorptionsmaximums vom
Interpartikelanstand der AuNPs ausnutzt. [72]

zwischen den  Nanopartikeln  im  nicht-

geschwollenen Zustand des Hydrogels im Be-
reich weniger Nanometer liegen, da es sonst zu
keiner kollektiven Anregung kommt. Diese Be-
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dingung lasst sich beispielsweise durch die Doppelschicht in Abb. 13 erfiillen. Bei diesem Aufbau ist
allerdings die Filmdicke im nicht-geschwollenen Zustand auf wenige Nanometer begrenzt und
damit auch die Intensitat der LSPR-Absorption wegen der geringen Zahl an AuNPs im Lichtweg.

Bei den von TOKAREV verwendeten Hydrogelen handelte es sich um quervernetztes Polyvinyl-
pyridin (PVP), einem Polyelektrolyt-Hydrogel, dessen Filmdicke in erster Linie auf Verdnderungen

7274 Dabei wurden die Nanopartikel in-situ in dem Hydrogel durch Redukti-

des pH-Wertes reagiert.
on von HAuCl, erzeugt. Die in dieser Arbeit vorgestellten, diinnen Filme aus PEG-Hydrogel weisen
ebenfalls ein ausgepragtes Quellverhalten auf. Im Gegensatz zu den PVP-Hydrogelen reagieren die
in Abschnitt 5.3 prasentierten, neutralen PEG-Hydrogele direkt auf die sie umgebende relative
Luftfeuchtigkeit oder indirekt auf eine lokale Temperaturerniedrigung (genauer der Temperaturdif-
ferenz zwischen PEG-Film und Umgebung). Um zur Erhéhung der Absorption des LSPR-Signals auch
dickere Filme von 50 nm und mehr als optischen Umwandler (optical transducer) verwenden zu
kénnen, missen sie in der Lage sein, die Nanopartikel so dicht zu
deponieren, dass der Interpartikelabstand d unterhalb des flinffachen
Partikelradius R sinkt (d<5R). Genau diese Eigenschaften besitzen die
hier gezeigten PEG-Filme (Abschnitt 5.5). Vor allem Citrat-stabilisierte
AuNPs werden mit einer so hohen Dichte in die PEG-Filme eingela-
gert, dass es im nicht-geschwollenen Zustand zu einer kollektiven

Plasmonenanregung im Bereich von 620 nm kommt und damit zu

einer Rotverschiebung um 70 nm gegeniiber dem geschwollenen Abb. 14. Wassertropfen auf

Zustand. Ferner ist die Absorption durch die AuNPs bei einem 50 nm einem 50 nm PEG-Hydrogel

dicken PEG-Film schon mit dem bloRen Auge deutlich sichtbar, indem Film, in den AuNPs einge-

sich der zuvor farblose Film intensiv violett verfarbt. Tragt man einen ezt el

Tropfen Wasser auf dem Film auf, wird er an der Grenzflache sofort wieder transparent (Abb. 14).
Nach dem Entfernen des Tropfens verfarbt sich der Bereich erneut violett.

Gegenliber dem System von TOKAREV miissen die AuNPs nicht in-situ in dem Film erzeugt werden,
weshalb man die volle Kontrolle Gber GréRe und Form der Partikel behalt und auch anderweitig
funktionalisierte AuNPs verwenden kann. Es lassen sich beispielsweise, wenn auch weniger dicht,
Biotin-stabilisierte Gold-Nanopartikel einlagern. Die in einer biokompatiblen PEG-Matrix eingebet-
teten, biotinylierten Partikel konnen als Sensor fiir Biomolekiile (z.B Avidin) verwendet werden.

Ein weiteres Anwendungsgebiet der PEG-Hydrogelfilme ergibt sich aus der Tatsache, dass es mit
einfachen lithographischen Mitteln moglich ist, die Nanopartikel auch strukturiert im Miko- und
NanometermaRstab sowohl als Positiv als auch Negativ deponieren zu kénnen. Fir ein positives
Abbildungsmuster wird der PEG-Film mit Polymethylmethacrylat (PMMA) als Resistmaterial rotati-
onsbeschichtet und anschlieRend mit einem Elektronenstrahlschreiber strukturiert (Abschnitt
5.5.5). Nach Entwickelung des PMMA-Resists ist an
den bestrahlten Stellen der PEG-Film fir in wassriger
Phase gel6ste Substanzen wieder zugdnglich. Das in
dieser Arbeit gezeigte Verfahren stellt eine interes-
sante Alternative zu der etablierten Methode der
mizellaren Blockcopolymer-Lithographie (block copo-

lymer micelle lithograhy, BCML) dar, die haufig zur

Abb. 15. (a) Mikrostrukturierung von Oberfla-
Mikrostrukturierung  von Gold-Nanopartikeln im chen durch mizellare Blockcopolymer Litho-

Zusammenhang mit einer polymeren Matrix verwen- graphie (BCML); (b) Struktur der AuNPs auf

det wird (Abb. 15).” Diese Methode verlauft tber in ferClienikdie nadn der Mzdidon 75}
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Mizellen eingekapselte Au(lll)-lonen, die, nach Absorption auf einem
Substrat, durch Reduktion in Gold-Nanopartikel umgewandelt werden,
wahrend die organischen Mizellen durch Plasmabehandlung entfernt

879 7uletzt kann ein Polymer aufgetragen werden, das die

werden.
AuNPs umschlieRt. Allerdings ist bei dieser Methode zum einen die
Dichte der AuNPs durch die GroBe der Mizellen beschrankt, zum an-
dern befinden sich die Partikel hauptsadchlich an der Oberflache des
Films. Ferner sind GroRe, Form und Funktionalisierung der AuNPs im
Gegensatz zu der hier prasentierten Methode beschrankt.

Zur Erzeugung eines negativen Adsorptionsmusters wird der PEG-

Spum

Film direkt mit einem Elektronenstrahl lithographiert, was dazu fihrt, st o it

25nm 24 nm

L, wet
dass die AuNPs beinahe ausschlieRlich in den nicht-bestrahlten Regio- < || || N | (\ Iﬂ’
I

nen des PEG-Films eingebettet sind (Abschnitt 5.5.4). Um diesen Sach- (1] [[]]] ] L[]

_J (FRYREATRY

f
1

verhalt verstehen zu kdnnen, muss man sich die Wirkung der Elektro-
Abb.16. Elektronenstrahl-

induzierte Quervernetzung
Es ist allgemein bekannt, dass PEG-terminierte SAMs schon bei ge- eines PEG-Films und ein

nenbestrahlung auf Polyethylenglykole vor Augen fihren.

ringen Dosen von unter 1 mC/cm? (bei 50 eV) ihre proteinabweisen- daraus resultierendes,
Hydrogel-typisches  Quell-
. . . _ verhalten beim Kontakt mit
dass diinne Filme aus reinem Polyethylenglykol (My=7 kDa) nach der \ygccer. [81]

den Eigenschaften verlieren.®® Andererseits berichteten Krsko et al.,

Bestrahlung mit einem Elektronenstrahlschreiber (bei 10 keV) ab Do-
sen von ~0.1 mC/cm? so stark quervernetzt waren, dass sich die belichteten Bereiche nicht mehr

8182 Nan.

mit Wasser abwaschen lieBen und Hydrogel-typisches Quellverhalten zeigten (Abb. 16).
noch hatten diese als ,,PEG Microgels” bezeichneten Strukturen kaum mehr die charakteristischen
PEG-Merkmale. Nur die mit extrem niedrigen Dosen von < 0.1 mC/cm? bestrahlten Bereiche des
PEG-Films wiesen eine verminderte Neigung zur Fibrinogenadsorption gegeniiber dem umgeben-
den Siliziumsubstrat auf, wahrend nach Bestrahlung mit mehr als 0.5 mC/cm? die Proteinresistenz
nicht mehr vorhanden war. Ein umgekehrter Trend der Dosisabhangigkeit war beim Quellverhaltnis
erkennbar. Der Quotient der Filmdicke nach und vor einer Wassereinlagerung sank von einem Wert
um die 16 bei mit 0.1 mC/cm? bestrahlten Regionen auf genau 1 bei Dosen lber 1 mC/cm?, was
gleichbedeutend mit einem Verlust der Quelleigenschaften ist. Biokompatibilitdt und Quellverhal-
ten sind aber typische Merkmale von PEG-Hydrogelen, sodass deren Fehlen darauf hindeutet, dass
sich die verbleibende Struktur in chemischer Hinsicht signifikant von der eines Polyethylenglykols
unterscheiden muss. Diesen Aspekt hat KRsko in seinen Veroffentlichungen jedoch nicht untersucht
und eine strahleninduzierte Reorganisation des PEG-Films nicht ndher charakterisiert.

In dieser Arbeit wird erstmals Wirkung der Elektronenbestrahlung auf die Eigenschaften und die
chemische Zusammensetzung von PEG-Filmen detailliert analysiert (Abschnitt 5.4). Chemisch quer-
vernetzte wie nicht-quervernetzte PEG-Filme mit unterschiedlichen Filmdicken werden groRflachig
durch eine Elektronenkanone (flood gun) mit 50 eV bestrahlt und dosisabhangige Verdnderungen
in der Filmdicke sowie der chemischen Zusammensetzung réntgenspektroskopisch mit XPS und
NEXAFS sowie infrarotspektroskopisch untersucht. Es zeigt sich, dass die PEG-Filme unabhangig von
ihrer Ausgangsfilmdicke und ihrem anfanglichen Quervernetzungsgrad durch Elektronenbestrah-
lung chemisch in einen von (C-C)-o-Bindungen dominierten Film umwandelt werden, der gegen-
Uber weiterer Bestrahlung eine verstarkte Widerstandsfahigkeit aufweist. Daher ist auch der relati-
ve Filmdickenverlust zu Beginn am groRten und nimmt mit zunehmender Dosis ab. Besonders
deutlich kristallisieren sich die strukturellen Veranderungen in den XPS-Spektren heraus. Bei unbe-
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strahlten Filmen wird das flir Polyether charakteristische, stéchiometrische Verhaltnis von zwei
sauerstoffgebundenen Kohlenstoffatomen pro Sauerstoffatom gefunden. Ferner enthalten die
Spektren — wie flr Polyethylenglykole zu erwarten — kaum Kohlenstoff, an dem kein Sauerstoff
gebunden ist. Wahrend der Bestrahlung wird dieser aliphatische Kohlenstoff auf Kosten der sauer-
stoffgebundenen Kohlenstoffspezies zum dominierenden Signal, bis schlieSlich pro Sauerstoffatom
nur noch ein daran gebundenes Kohlenstoffatomen kommt. Der PEG-Film wird also durch Elektro-
nenbestrahlung nicht nur diinner, sondern wandelt sich in einen ,,carbenoiden” Film um, was na-
turlich auch mit makroskopischen Verdanderungen bei Quellverhalten, Biokompatibilitdt und Be-
netzbarkeit einhergehen muss.

Ahnlich wie Krskos ,Microgels” verlieren auch die in dieser Arbeit prasentierten PEG-Filme nach
einer Bestrahlungsdosis von etwa 1 mC/cm? ihre Quelleigenschaften (entsprechend einem Quell-
verhaltnis von eins). Allerdings ist der Film bereits vor der lithographischen Strukturierung querver-
netzt, sodass die bestrahlten Areale in diesem Fall von nicht-bestrahlten Bereichen umgeben sind,
die weiterhin alle typischen Eingeschalten von PEG-Hydrogelen aufweisen. So kann die direkte
lithographische Strukturierung dazu verwendet werden, Strukturen in dem PEG-Film zu erzeugen,
an denen Proteine in Form eines positiven Adsorptionsmusters irreversible adsorbieren (Ab-
schnitt 5.4.7) oder an denen Gold-Nanopartikel (Abschnitt 5.5.4) wie auch Farbstoffmolekiile (Ab-
schnitt 5.4.7) als negatives Muster von einer Adsorption ausgeschlossen werden.

Ein letzter interessanter Aspekt in Bezug auf die hier prasentierten PEG-Filme ergibt sich aus der
eingangs erwdhnten Motivation zur Herstellung doppelseitig biokompatibler Nanomembranen.
Diese haben neben einer Dimension im molekularen Bereich zwei makroskopische Dimensionen

|ll

und werden daher auch als ,quasi-zweidimensionales Material” bezeichnet. Das gleichzeitige Vor-

handensein makroskopischer und molekularer Eigenschaften machen Nanomembranen zu einem
auRergewdhnlichen Material.®

Fir die Charakterisierung von Nanomembranen lasst sich beispielswiese ihr makromechanisches
Verhalten in Form des Elastizitdtsmoduls (Youngsches Modul) definieren. Dazu wird die Membran
Uber eine mechanisch steife Lochmatrix gespannt und die Auslenkung in Abhangigkeit von einer
Kraft gemessen (Abb. 17). Das geschieht experimentell entweder mit einem Rasterkraftmikroskop
(AFM), bei dem die AFM-Spitze die Membran eindriickt und gleichzeitig deren Auslenkung misst
(Nanoindentation).?* Oder die Membran wird durch eine Druckdifferenz gewélbt und die Auslen-
kung optisch bestimmt (Bulge-Test).®* Auf molekularer Ebene lassen sich Nanomembranen bei-
spielsweise durch ihre Permeabilitat fiir lonen oder neutrale Molekiile charakterisieren. Bei poly-
meren Hydrogel-Nanomembranen kann zudem die
Permeabilitdt oder optische Eigenschaft iber den pH- a) _F-»/
Wert oder die Temperatur beeinflusst werden, um so F\%ﬁ
eine Art chemisches Ventil zu erhalten (Abb. 18).5*% i ﬁ —

Fir die Herstellung von Nanomembranen gibt es b) a

s B Ill
mehrere Ansdtze. Polyelektrolytfilme (PE-Filme) : : Tt /ﬁ\
konnen durch abwechselndes Auftragen von positi- i s\ e
2a

Tt

2
ven und negativen PE-Polymeren aufgrund der elekt- !

rostatischen Anziehung der Schichten so stabil wer- P=0 P£0D

den, dass sie als freistehende Membranen existieren. Abb.17. Experimentelle Verfahren zur Be-

JIANG et al. gelang es sogar, einen solchen PE-Film stimmung der mechanischen Eigenschaften
zwischen 20 und 70 nm um Gold-Nanopartikel herum (E-Modul) von Membranen durch Nanoinden-

zu praparieren, der stabil genug war, um als freiste- tation (a) oder Bulge-Test (b). [86]
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hende Verbundmembran vom Typ d (Abb. 18) bestehen zu
konnen.®

Alternativ gibt es die Prdparationsmethode mittels eines
diinnen Vorldufer-Films in Kombination mit dessen Querver-
netzung und einer temporaren Schicht (Abb. 8). Analog wur-
den bereits die auf SAMs-basierenden, PEGylierten Nano-
membranen hergestellt. Daher ist es auch nicht verwunder-
lich, dass es der hohe Vernetzungsgrad der hier diskutierten
PEG-Hydrogelfilme zuldsst, diese von ihrem Substrat abzuhe-
ben und ab einer Dicke von ~20 nm als freistehende Memb-
ran vom Typ a (Abb. 18) auf eine Gitterstruktur Gbertragen zu
kénnen (Abschnitt 5.6). Bei 100 nm dicken Membranen lieRen
sich Offnungen im Millimeter-Bereich iberdecken. Besonders
interessant sind diese PEG-Hydrogel Nanomembranen in
Bezug auf Biokompatibilitdat, Quellverhalten, optischen Eigen-
schaften im Zusammenhang mit der Adsorptionsfahigkeit von
Nanopartikeln und der Strukturierbarkeit. So sind auch die
Membranen vom Typ c und d (Abb. 18) zuganglich.

1 @ Shrunk state Swollen state
@ .
. )y

Abb. 18. Ubersicht von auf Hydrogel-
Polymeren basierender Nanomem-
branen: (a) freistehend, (b) von
porésem Substrat-unterstiitzt, (c)
freistehend, porés und (d) freiste-
hend mit eingebetteten NP. [87]
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2 Grundlagen

2.1 Der Begriff der Oberfliache

Modifikation und Charakterisierung von Oberflachen sind ein
wichtiger Teil aktueller wissenschaftlichen Betrachtungen. Dabei
werden interdisziplindr Bereiche wie Chemie, Physik, Biologie
und Materialwissenschaften mit einbezogen. Eine Oberflache ist
definiert als die Phasengrenzflache, die einen festen Kérper von
einer flissigen oder festen Umgebung abgrenzt, wahrend eine
Grenzflédche allgemein die Phasengrenze zweier nicht mischbarer
Korper ist.

Allerdings muss man sich stets vor Augen halten, dass eine
Oberflache keinen scharf definierten Bereich darstellt. Das wird

schon deutlich, wenn man versucht, den Flacheninhalt einer

Abb. 19. Polykristalliner 100 nm
Goldfilm auf einem Siliziumwafer.

Oberflache zu quantifizieren. Der Wert hangt entscheidend von

der GroRenskala ab, auf der man sich bewegt. Eine mit 100 nm Makroskopisch scheint der Film

Gold bedampfte, glatte Siliziumoberflache kann makroskopisch extrem glatt zu sein (a); bei 100k-
(Strukturen > 1 mm) und mikroskopisch (Strukturen >1 pum) als facher VergréRerung (Markie-
rung: 100 nm) erkennt man auf

. . . . . der Oberflache deutlich eine
Reflexionsgrad bei geringer Streuung des Lichts auswirkt Nanostruktur (b).

glatt angesehen werden, was sich z.B. in einem hohen optischen

(Abb. 19a). Damit ist klar, dass eventuelle Strukturen kleiner als
die Wellenlange des sichtbaten Lichtes sind (<500 nm). Betrachtet man den entsprechenden Gold-
film unter dem Elektronenmikroskop, weist er deutliche topografische Strukturen im Nanometer-
breich auf, und die eigentlich glatte Oberflache zeigt eine ausgepragte Nanostruktur (Abb. 19b).

Neben der topographischen Abgrenzung einer Oberflache von seiner Umgebung ist ihre chemi-
sche Grenze ein weiterer zentraler Aspekt. Auch hier unterscheiden sich makroskopische und mik-
roskopische Betrachtungsweise deutlich. Als Beispiel dient die Oberflache eines Kupferfilms, des-
sen Zusammensetzung davon abhangt, wie ,tief” man in das Material schaut. Bei einer Informati-
onstiefe der Analyse von 1 um besteht die Oberflache fast ausschlielRlich aus metallischem Kupfer.
Eine oberflachensensitive, chemische Analyse mit einer Informationstiefe von nur 5 nm zeigt ein
vollkommen anders Bild. Die Oberflache besteht dann vor allem aus diversen Cu(l)- und Cu(ll)-
Oxiden und nur einem geringen Anteil an metallischem Kupfer (Abb. 20).

Obwohl sich bei ,,normalen” Kérpern nur ein winziger Bruchteil der Atome an der Oberflache be-
finden, sind es genau diese Atome, die der Umgebung ausgesetzt
sind und mit ihr chemisch und physikalisch wechselwirken. Man
bendtigt demnach Analysemethoden, die oberflachensensitiv sind,
d.h. deren Informationstiefen moglichst gering sind. Das Analyse-
werkzeug der Wahl fiir die chemische Untersuchung einer Ober-
flache ist die Rontgenphotoelektronenspektroskopie (XPS; detail-
lierte Beschreibung im Abschnitt ,Charakterisierungsmethoden®).

Die XPS Analyse einer Goldoberfliche der genannten Reinheit
zeigt deutliche Anteile von Kohlenstoff und Sauerstoff auf der ADPb.20. Tiefenprofil der chemi-
schen Zusammensetzung einer
Kupferoberflache.

Oberflache. Diese lassen auch durch intensives mechanisches

Reinigen nicht entfernen.
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2.2 Selbstaggregierende Monolagen (self-assembled monolayers, SAMs)

2.2.1 Geordnete Monolagen

Im Jahre 1776 machte BENJAMIN FRANKLIN sein beriihmtes Experiment am Clapham Pond nahe
London. Bei starkem Wind goss er einen Teeloffel Olivendl vom Ufer aus in den See. Sofort begann
sich der Olfilm auf dem See auszubreiten und die Wasserwellen wurden stark gedampft. Spater
schrieb Franklin: ,,Das Ol, obwohl nicht mehr als ein Teeldffel voll, bewirkte sofortige Stille. [...] Es
breitete sich sehr schnell aus und machte bald ein Viertel des Gewdissers aus. Vielleicht einen halben
Acre, so glatt wie ein Spiegel”. Obwohl dieser Effekt lange bekannt war, war Franklin der erste, der
sich des Phdanomens unter wissenschaftlichen Gesichtspunkten annahm. Er vermutete, dass sich
die Molekiile im Ol beim Kontakt mit Wasser abstoRen und daher einen méglichst diinnen Film
bilden. Etwa 100 Jahre spater berechnete JOHN WILLIAM STRUTT aus den Beobachtungen Franklins,
dass der Olfilm auf der Wasseroberfliche mit etwa 2 nm nur eine Molekiillage dick gewesen sein
konnte, was zugleich auch die erste zuverlassige Schatzung einer MolekiilgroRe war.

Bis man herausfand, wie und warum es zu dieser Anordnung der Olmolekiile kommt, dauerte es
noch weitere 30 Jahre. Pionier auf diesem Gebiet war LANGMUIR. Er veroffentlichte 1917 zwei Arti-
kel, in denen er erste theoretische Konzepte entwickelte.® Triebkraft der Bildung von Monolagen
an Grenzflachen ist demnach das Bestreben einer Oberflache, ihre Oberflachenenergie zu senken.
Die Filme werden gebildet, wenn sich oberflaichenaktive Molekiile (Tenside) ab einer bestimmten
Packungsdichte auf einer Fliissig-Luft-Grenzflache befinden (Abb. 21a). Tenside sind amphiphile
Molekiile und bestehen aus einer hydrophilen Kopfgruppe, die sich an einer langkettigen, hydro-
phoben Gruppe befindet.

1937 gelang es KATHERINE BLODGETT, eine solche Monolage auf ein festes Substrat zu lbertragen,
indem sie einen Glastrager in die Flissigkeit, an deren Grenzflache sich eine Monolage gebildet
hatte, eintauchte und wieder herauszog (Abb. 21b).”® Durch wiederholtes Eintauchen und Heraus-
ziehen kann man bei geeigneten Systemen Multilagen definierter Filmdicke herstellen (Langmuir-
Blodgett-Filme).

2.2.2 Selbstaggregierende Monolagen

1946 bemerke WILLIAM A. ZISMAN beim Arbeiten mit einer stark verdiinnen Lésung von Eicosanol
(C20H430H) in Hexadecan, dass diese die Winde eines Erlenmeyerkolbens nicht benetzte.”* Durch
umfangreiche Messreihen konnte Zisman zeigen, dass dieser Effekt nicht auf eine Verunreinigung
zuriickzufihren war, sondern dass sich auf der Glasoberflache eine dicht gepackte, monomole-
kulare Schicht gebildet haben musste, bei der die polare Hydroxylgruppe an der Oberflache des

Abb. 21. Entstehung geordneter Monolagen: (a) amphiphile Molekiile (Tenside) bilden Langmuir-Filme an
der Grenzflache einer flissigen und gasférmigen Phase; (b) durch Ubertragung auf einen festen Trager
konnen sie als Langmuir-Blodgett-Filme existieren; (c) selbstaggregierende Monolagen entstehen dagegen
direkt durch Adsorption von in fliissiger Phase gelésten Molekiilen auf einer festen Oberflache.
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Substrates koordiniert sind, wahrend die unpolaren Alkylketten nahezu senkrecht zum Substrats
stehen. Wichtiger noch war die Erkenntnis von Zisman, dass die beschriebenen Monolagen nicht
vom Langmuir-Blodgett-Typ sein konnten, sondern dass es sich um einen neuartiger Schichttyp
handeln musste, der direkt auf dem Substrat entsteht, wenn sich dieses in der Losung befindet
(Abb. 21c). Derartige Monolagen sind also untrennbar mit der Existenz eines Substrats verbunden.
Wahrend Zisman fir seine Schichten den Begriff ,,oleophob” verwendete, wurden sie spater selbst-
aggregierende Monolagen (self-assembled monolayers, SAMs) genannt. Trotzdem fanden Zismans
Schichten zunachst nur wenig Beachtung, da sie zwar thermodynamisch stabil waren, aber an ihrer
Grenze zur Luft keine funktionalisierbaren Gruppen aufwiesen und sich durch polare organische
Losungsmittel leicht wieder entfernen lieRen.* Auch gab es bis auf die Messung des Kontaktwinkels
noch keine analytischen Methoden, derartige Oberflaichen genauer zu charakterisieren. Dennoch
war ein Ansatz gefunden, amphiphile Molekiile dicht-gepackt und kontrolliert auf einer Oberflache
abzuscheiden.

Ende der siebziger Jahre des 20. Jahrhunderts wurden selbstaggregierende Schichten wieder auf-
gegriffen. JAcoB SAGIV entdeckte, dass Octadecyltrichlorsilan (allgemein Organotrichlorsilane, OTS)
auf Glas als Substrat sehr stabile Monolagen bildete.*” Triebkraft der Monolagenbildung war die
Entstehung der sehr stabilen Silizium-Sauerstoff Bindung. Spuren von Wasser im organischen L6-
sungsmittel hydrolysieren die Trichlorsilylgruppe unter Bildung von (Si-O)-Bindungen zum Substrat
und zu benachbarten OTS-Molekiilen.”® Die maximale Anzahl an (Si-O)-Bindungen ergibt sich bei
Bildung einer dicht-gepackten Monolage, bei der die Alkylketten moglichst aufrecht zur Oberflache
stehen. OTS eignet sich nicht nur zur Beschichtung von Glas, sondern fiir eine Reihe weiterer hyd-
roxylierter Substrate wie Siliziumdioxid, Aluminiumoxid und Glimmer. Zudem waren mit w-
substituieren OTS erstmals funktionalisierbare Monolagen verfiigbar. Allerdings hangt die Qualitat
der OTS-Filme sehr empfindlich von den Reaktionsbedingungen ab.

Von 1983 an wurden neben den Alkylsilanen weitere SAM-bildende Systeme entdeckt, wobei das
Grundprinzip aller Adsorbatmolekiile gleich ist. Es handelt sich um lineare a- bzw. a,w-funktion-
alisierte organische Molekiile bestehend aus einer Kopfgruppe, einem Spacer (z.B. Methylen- oder
Phenyleinheiten) und einer Endgruppe (Abb. 22). Der Erfolg von SAMs liegt unter anderem darin
begriindet, dass sie eine Reihe von Eigenschaften, wie monomolekulare Schichtdicke bei hoher
Packungsdichte, chemische Uniformitdt sowie definierter Ordnung beziiglich Konformation und
Uberstruktur auf dem Substrat, aufweisen. Zudem erlaubte die rasante Entwicklung oberflichen-
sensitiver Analysemethoden wie Rontgenphotoelektronen-Spektroskopie (XPS), Infrarot-

-beinhaltet funktionelle Gruppen
-bestimmt die Eigenschaften der
Oberflache

} SAM-Umgebung-Grenzfldche

Endgruppe ——=

Organische Interphase

-sorgt fiir definierte Schichtdicken
-schitzt die Substratoberflache
-verdndert physikalische
Eigenschaftren

Spacergruppe —»

R DR B0
R TR
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Abb. 22. Selbstaggregierender Monolagen (SAMs) auf einem Substrat am Beispiel eines endgruppen-
funktionalisierten Alkanthiols auf einer Au(111)-Oberflache. Durch geeignete Wahl der Komponenten des
SAMs lassen sich vor allem die Eigenschaften der Grenzflache des SAMs mit der Umgebung beeinflussen.

-modifiziert elektronische Zustande
des Substrats

} -stabilisiert Oberflachenatome
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Reflexionsadsorptions-Spektroskopie  (IRRAS), optische Ellipsometrie, Rontgen-Nahkanten-
Absorptions-Spektroskopie (NEXAFS) und rastermikroskopischer Verfahren wie Rasterelektronen-
mikroskopie (REM) und Rasterkraftmikroskopie (AFM) eine detaillierte Charakterisierung der Ei-
genschaften und des Bildungsprozesses von SAMs.

2.2.3 Selbstaggregierende Monolagen organischer Thiole auf Gold

Organische Thiole auf einer Au(111)-Oberfldche sind das wichtigste und am besten untersuchte,
SAM-bildende Substrat-Adsorbat-System. Gold eignet sich besonders gut als Substrat, da es leicht
mittels Vakuumbedampfung als diinne Substratschichten hergestellt werden kann und es an Luft
keine Oxidschicht bildet. Die Oberflache kann durch einfaches Bestrahlen mit ozonbildendem UV-
Licht von chemisch und physikalisch gebundenen organischen Verunreinigungen gesaubert wer-
den. Zum anderen sind Thiole als Adsorbate hinreichend stabil und binden als ,weiche” Nuklophile
mit einer Bindungsenergie von etwa 300 kJ/mol an Goldoberflachen,” wahrend , harte funktionel-
le Gruppen wie Amino, Hydroxy- und Carboxy-Gruppen nur schwach adsorbieren kénnen (HSAB-
Konzept).”” Diese hohe Affinitat fiihrt dazu, dass Thiole fast alle auf der Goldoberfliche adsorbier-
ten Molekile verdrangen kénnen (Selbstreinigung). Auch Silber und Kupfer bilden mit Alkanthiolen
entsprechende selbstorganisierende Monolagen,”® wobei man allerdings unter Schutzgas arbeiten
muss, da sich diese Metalle an Luft mit einer Oxidschicht Uberziehen.

Kinetische Studien haben gezeigt, dass die Bildung der Monolagen in drei Schritten erfolgt
(Abb. 23).” Zunichst bildet sich gemaR der Kinetik einer langmuirschen Adsorptionsisotherme
eine ungeordnete Lage (k; = 2500-3000 I-mol™"s™"). Im zweiten, etwa 3-4 mal langsameren Schritt,
wandern die zunachst ungeordnet auf der Oberflache liegenden Alkanthiole auf ihre endgiiltigen
Gitterplatze und beginnen sich aufzurichten. Der letzte, noch einmal deutlich langsamere Schritt
beinhaltet schlieBlich die korrekte Ausrichtung der Ketten in all-trans-Konformation (Abb. 23). Der
genaue Mechanismus der Chemisorption von Alkanthiolen auf Gold ist im Detail nicht bekannt,
doch es konnte réntgenspektroskopisch gezeigt werden, dass es sich bei der adsorbierten Schwe-
felspezies um ein Thiolat handelt.”® Damit kann der erste Schritt formal als eine oxidative Addition
von Au(0) in eine Thiol Bindung mit anschlieBender reduktiver Eliminierung von Wasserstoff ange-
sehen werden:

(GL1) R—SH+Aul—>R-S"Aut+1/,H,

Abb. 23. Die drei Schritte zur Bildung von Alkanthiol-SAMs. 1.Schritt: Ungeordnete Adsorption; 2. Schritt:
Aufrichten und Bildung einer geordneten Uberstruktur; 3. Schritt: Alkylketten in all-trans-Konformation.
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Die an der SAM-Bildung beteiligten Wechselwirkungs-
energien lassen sich folgendermaRen beschreiben:'®
wahrend der erste Schritt (iberwiegend eine Reaktion
des Substrats mit der Kopfgruppe des Adsorbats ist,
wird der zweite Schritt von van-der-Waals- #
Wechselwirkungen der Seitenkette und der Mobilitat
des Adsorbats auf der Oberflache bestimmt. Am Ende
des Prozesses sind die Alkanthiol-Ketten hochsymmet-
risch als eine (V3xv3)R30°-Uberstruktur wahrscheinlich
in den Licken (Hollow-Position) einer Au(111)-
Oberfliche angeordnet (Abb.24).°"'° Daraus ergibt
sich auch eine weitere Eigenschaft von Alkanthiolen auf

N

Abb. 24. Thiolat-Uberstruktur (blau) auf
einer Au(111)-Oberflache (gelb). Je nach
Tiltwinkel von ~30° bezlglich der Flachennormalen \yap| der Basisvektoren ergeben sich ver-
geneigt. Der optimale Abstand zweier Methylen- schiedene Darstellungen. Am gebrauch-
Einheiten betrigt 4.6 A. Beispielsweise ordnen sich auf lichsten ist die Woodsche Notation

. . . . (V3xvV3)R30°, die die Gittervektoren der
einer Ag(100)-Oberflaiche die Schwefelatome im Ab- Vs (G salEnd dar FRg

stand von 4.54 A an, was annihernd dem idealen Ab- yektoren des Substrats (rot) beschreibt.

Au(111)-Oberflachen. Die Ketten sind unter einem

stand fir die Methylgruppen entspricht. Daher zeigen
Alkanthiole auf einer Ag(100)-Oberfliche auch so gut wie keinen Tiltwinkel'®. Auf einer Au(111)-
Oberfliche haben die Schwefelatome dagegen einen Abstand von 4.97 A und der Abstand fiir
aufrecht stehende Alkylketten ware nicht optimal. Daher sind sie soweit gekippt, bis der Abstand
zwischen den Alkylketten wieder dem thermodynamisch giinstigsten Wert entspricht.

Fir die (V3xVv3)R30° Uberstruktur von Alkanthiol-SAMs (blaue Kugeln in Abb. 24) ergibt sich bei
dem Netzebenenabstand einer Au(111)-Oberflache (gelbe Kugeln in Abb. 24) von 0.24 nm eine
maximale Packungsdichte von 24.1 A2 pro Alkanthiol-Molekiil oder 1.67-10' Molekiilen pro cm?.

2.2.4 Selbstaggregierende Monolagen mit aromatischem Geriist

Die Ketten aliphatischer SAMs mit unpolaren Endgruppen sind trotz der vielen konformellen Frei-
heitsgrade der Methylengruppen weitestgehend einheitlich ausgerichtet. Tragen die SAMs dagegen
polare Endgruppen (OH, COOH, CN), ist eine einheitliche Ausrichtung nicht immer dauerhaft gege-
ben. Die anfanglich hohe Ordnung des SAMs kann mit der Zeit durch Reorganisation verloren ge-

104

hen.”™™ Ein System mit geringerer konforma-

tioneller Freiheit konnte hier héhere Ordnung

erlauben. Flissigkristalle (wie beispielsweise

das Pentylcyanobiphenyl, 5CB) sind wie SAMs @

hoch geordnete, 2-dimensionale Schichten. % s DSP ‘)393
Daher liegt die Verwendung von Biphe- ¥

nylthiolen zum Aufbau von selbstorganisie- Au
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renden Monolagen nicht fern.” Ein weiterer

interessanter Aspekt von aromatischen Thio- — -
Abb. 25. Modell zu Erkldrung der verschiedenen

Packungsdichte aromatischer Thiole und Benzylthio-
dass diese mit der Kopfgruppe elektronisch le. In der Realitét sind auch Benzylthiol-Monolagen

uber den Spacer Verbunden ist (Konjuganon) mit einer CH2 -Gruppe als Spacer auf der Oberflache
gekippt.

len mit einer Endgruppe in 4’-Position ist,

und man durch geeignete Wahl der Endgrup-
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pe die Thiolatbildung stabilisieren oder destabilisieren kann, bzw. die Thiolgruppe weicher oder
harter machen kann.

1993 wurden erstmals thioaromatische Monolayer auf Gold systematisch untersucht und mit de-
nen von Alkanthiolen verglichen.’® Es konnte gezeigt werden, dass einfache Phenylthiole nur
schlecht definierte Monolagen bilden. Erst mit langeren aromatischen Thiolen wie Biphenylthiol
und Terphenylthiol war es moglich, Monolagen herzustellen, deren Oberflaichenbedeckung und
Uberstruktur annahernd denen langkettiger Alkanthiole entsprachen. Man kann sich diese Eigen-
schaften aromatischer SAMs modellhaft anhand des Winkels der Au-S-C-Bindung und der daraus
resultierenden Hybridisierung des Schwefels erkldaren (Abb. 25). Maximale Wechselwirkung der m-
Orbitale der Phenylringe ist bei einem Winkel von 180° gegeben. Daraus resultiert aber eine fir
den Schwefel unglinstige sp-Hybridisierung. Eine favorisierte sp3-Hybridisierung hingegen wiirde zu
einer geringeren Wechselwirkung der Phenylringe fiihren. Daher erreicht man mit Thiolen in
Benzylstellung die am dichtesten gepackten aromatischen SAMs,'” da dann sowohl der Au-S-C-
Winkel wie auch die relative Lage der Phenylringe giinstig sind.

2.3 Verhalten von SAMs als Reaktion auf ionisierende Strahlung

Ein wesentlicher Grund fiir die weite Verbreitung von SAMs in der Forschung ist, dass es mit ver-
schiedenen Methoden einerseits moglich ist, diese strukturiert auf ein Substrat aufzubringen oder
andererseits die auf einem Substrat befindliche Monolage selektiv an bestimmten Stellen zu modi-
fizieren. In beiden Falle spricht man von Lithographie, da dieser Begriff allgemein ein Verfahren
beschreibt, eine Oberflache in kontrollierter raumlicher Auflésung zu verandern. Im ersten Fall wird
die Oberflache eines Substrats durch Aufbringen einer Monolage an bestimmten Stellen struktu-
riert; im zweiten Fall wird die Monolage selbst mittels elektromagnetischer Strahlung, Elektronen
oder lonen an bestimmten Stellen chemisch modifiziert und somit strukturiert.

Microcontact Printing (LCP) ist die bekannteste Methode, um auf einem Substrat an definierten
Stellen eine selbstaggregierende Monolage aufzubringen. Dabei wird das Adsorbat mit Hilfe eines
Stempels aus Polydimethylsiloxan (PDMS) direkt auf das Substrat aufgebracht. Ein Vorteil des Ver-
fahrens besteht in der schnellen (wenige Sekunden bis einige Minuten) und groRflachigen Struktu-
rierung von Metall-, Metalloxid- oder Halbleiteroberflichen (0.1-100 cm?). Ein Nachteil ist die
begrenzte rdaumliche Auflésung von

maximal 100 nm.*® a) of 1b) 30F !

Um auf einem Substrat kleinere 10k 20} |

Strukturen zu erzeugen, ist Rontgen- gz _ | 10f J

oder Elektronenstrahlung besser £ E QF---2¢ me

geeignet, da die theoretische Aufl6- % 301 : ‘2_10_

sungsgrenze im Bereich der GroRe F 4o . .’L LEEE { 20, _.‘_‘.'_: [ e EEE_

von Molekilen und damit bei ~1 nm 50 3keV(@:1nm) —BSE| aq[3keV(2:1nm) - BSE]

liegt. In der Praxis fuhrt eine Vielzahl -30-20-10 0 10 20 30 -30-20-10 0 10 20 30
X (nm) X (nm)

von Effekten dazu, dass diese maxi-
male Auflésung kaum erreicht wird. Abb.26. Monte-Carlo Simulation der Trajektorien von Primar-
elektronen (3 keV, Durchmesser 1nm) beim Eintritt in einen
Festkorper (Au) als Tiefenprofil (a) und Flachenprofil (b). Nur
Struktur auf das Substrat Ubertragen  pg auf den rot gezeichneten Trajektorien verlassen die Ober-
werden soll, fihren Beugungseffekte flache wieder und stehen z.B. fiir die Elektronenmikroskopie

am Maskengitter zu einer Verringe- 2ur Verfiigung (back scattered electrons, BSE).

Beim Verwenden von Masken, deren
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rung der Auflosung. Mit dem Elektronen-
strahl eines Rasterelektronenmikroskops ist
dagegen ein maskenfreies, serielles Belich-
ten moglich. In beiden Techniken wird das
Substrat zundchst mit einem photosensiti-
ven Resist-Material beschichtet, das an den
belichteten Stellen beschadigt wird und sich
dann durch Abspilen entfernen ldsst (posi-
tiver Resist). Das Substrat kommt zum Vor-
schein und kann mittels einer Atzchemikalie
entfernt werden, wahrend es an den unbe-
strahlten Stellen vom Resist geschiitzt wird.
Die Elektronenstrahllithographie stellt hohe
Anforderungen an den Resist, da Elektronen
beim Eindringen in Materie in alle Richtun-
gen gestreut werden (Abb.26a). Um die
laterale Verbreiterung (Abb. 26b) gering zu
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Abb. 27. Universalkurve der mittleren inelastischen
freien Weglange (IMFP) von Elektronen in Materie; die
rote Line ist nach SEAH und DENCH theoretisch berech-
net, die schwarzen Punkte sind experimentell bestim-
me Daten verschiedener fester Materialien.

halten, muss mit Primarelektronen moglichst kleiner

Energie gearbeitet werden. Diese haben dann aber nur eine geringe Eindringtiefe in Oberflachen

(Abb. 27)."® Daher sollte das Resistmaterial nicht dicker als das 2-3-fache der Streuldnge sein.

Diese Anforderungen treffen auf SAMs zu. Sie sind sehr diinn (< 2 nm) und die Flache einer moleku-

laren Einheit liegt im Bereich von 0.25 nm?2.

Es ist demnach nicht verwunderlich, dass die Eignung von SAMs als Resist in der Elektronenstrahl-

lithographie intensiv untersucht worden
ist, zumal sich mit der geringen Dicke des
Resists ein weiteres Feld fiir die Elektro-
nenstrahllithographie eroffnet. Die ge-
wohnlich  benutzten Resist-Materialien
(PMMA) haben eine Dicke von >50nm
und eignen sich daher nur fur Elektronen
ab einer Energie von 5 keV. Niederenerge-
tische Elektronen bis zwischen 10 und
500 eV dringen aufgrund ihrer geringen
inelastischen Streuldange nur bis zu 10 nm
in die Oberflache ein, weshalb man bei
diesen Elektronenenergien auf einen sehr
diinnen Resist angewiesen ist.
Niederenergetische Elektronen rufen in
Thiolat-SAMs chemische Verdnderungen
wie das Brechen von Bindungen (C-C, C-H,
C-S), die Bildung von C=C Bindungen, aber
auch Quervernetzung benachbarter Mole-
kille hervor.®2 SAMs, die aus Alkanthiolen

a) Elektronenbestrahlung b) Elektronenbestrahlung
10-100 eV 10 100 EV

T s

7'

bestehen, werden durch die Bestrahlung Abb.28. Thiol-basierte SAMs als Elektronenstrahlresist in

fragmentiert und damit anfalliger flr
Desorption. Die Goldschicht unter den

der Nanolithographie. (a) Aliphatischen SAMs als Positiv-
Resist und (b) aromatische SAMs als Negativ-Resist.
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bestrahlten Bereichen wird nicht mehr vor der Diffusion von Atzchemikalien geschiitzt (Abb. 28a).
Im Gegensatz zu aliphatischen Monolagen kommt es nach der Bestrahlung mit Elektronen bei
SAMs mit aromatischem Gerdst zu einer lateralen Quervernetzung, die der Schicht an den belichte-
ten Stellen eine héhere mechanische und chemische Widerstandsfahigkeit verleiht. Der SAM ist an
den unbestrahlten Arealen leichter zu entfernen als an den bestrahlten Bereichen, weshalb aroma-
tische SAMs als Negativ-Resist verwendet werden konnen (Abb. 28b). Biphenyl-4-thiol (BPT) ist das
einfachste System einer dicht gepackten, aromatischen Monolage auf Gold. Die Elektronenbestrah-
lung von BPT-SAMs ist intensiv untersucht worden, und die Eignung als Negativ-Resist konnte
durch Bestrahlung der Monolage mit Elektronen der Energie 50 eV bei einer Dosis von 40 mC/cm?
gezeigt werden."” Die Bestrahlung mit Elektronen fiihrt wie auch bei den aliphatischen SAMs zu
einer Spaltung von (C-H)- und (C-C)-Bindungen. Wahrend die freigesetzten Wasserstoffradikale
durch das umgebende Vakuum entfernt werden, rekombinieren die Kohlenstoffradikale mit be-
nachbarten Einheiten und vernetzen so die Schicht lateral. Bei aliphatischen SAMs fiihrt die Spal-
tung der (C-C)-Bindung zu einer Dissoziation des entsprechenden Fragments ins Vakuum.

Neuere Untersuchungen haben allerdings ergeben, dass weniger die Aromatizitat sondern die
Ringstruktur ursachlich fur die Quervernetzung ist. Es konnte gezeigt werden, dass aliphatische,
aber ringformige Bicyclohexylthiol-SAMs bei Elektronenbestrahlung lateral quervernetzen und sich
wie ein Negativ-Resist verhalten.™*

Bei der Elektronenbestrahlung von SAMs aus 4’-Nitro-1,1’-biphenyl-4-thiol (NBPT) entdecke man
erstaunlicherweise, dass die aromatischen Ringe nicht nur quervernetzten, sondern dass an den
bestrahlten Stellen die Nitrogruppen durch bei der Spaltung der C-H Bindungen frei gewordene
Wasserstoffatome zur Aminogruppen reduziert worden waren.” Dieser Effekt ist insbesondere
deshalb interessant, weil die entstandene Aminogruppe chemisch reaktiv ist und dort elektrophile
Substanzen angekoppelt werden kénnen (Abb. 29). Damit wird es moglich, zwei-dimensionale che-
mische Strukturen mit einer lateralen Auflésung im Nanometerbereich herzustellen.

Elektronenbestrahlung

10 -3000 eV
. tor
NO, NO, NO, NO, NO, NO, NO, NO, NO, NH, NH, NH, NO, NO, NO, NO, NH NH NH NO, NO,

Abb. 29. 4-Nitrobiphenyl-4-thiol-SAMs als Templat fiir die chemischen Nanolithographie. Durch Elektro-
nenbestrahlung werden die Nitrogruppen zu reaktiven Aminogruppen reduziert, an die weitere, elektro-
phile Molekiile (R-El) gekoppelt werden kénnen.
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2.4 Proteinresistente Oberflachen

Ein wichtiger Aspekt biomaterialwissenschaftlicher For-
schungen beschaftigt mit der Adsorption von Proteinen auf
Oberflachen. Da es sich bei diesen Biomolekiilen um grolRe
und amphiphile Makromolekiile handelt, sind sie intrinsisch
oberflachenaktiv und die Fragestellung liegt weniger darin,
wie man sie auf Oberflachen adsorbieren kann, sondern wie
sich ein kontrolliertes Adsorptionsverhalten erreichen ldsst.
Dazu ist es zunachst unerlasslich, Oberflachen zu besitzen,
die unspezifischer Adsorption von Proteinen widerstehen. In
einer solchen Matrix kdnnen dann Bereiche erzeugt werden,

in denen sich Biomolekile spezifisch adsorbieren lassen
111

(Biosensoren, Biochips).

Abb. 30. Adhdsion von Algen auf der
Aulenhiille von Schiffen als Beispiel
fur Bildung von Biofilmen. [114]

Auf der anderen Seite sind proteinabweisende Materialien
und Oberflachenbeschichtungen auch in medizinischen und

technischen Anwendungen von groBer Wichtigkeit, um
Werkstoffe vor einer unkontrollierten Adhasion biologischer Molekiile und Organismen zu schiit-
zen. So stellt die Adsorption von Proteinen bei kiinstlichen Implantaten ein ernstes Problem dar.'"
Dieser Vorgang tritt bereits unmittelbar nach der Implantation auf und fihrt zu einer unkontrollier-
ten Adsorption von Bestandteilen der extrazellularen Matrix und des Blutplasmas. Das wiederum
kann zu einer kérpereigenen Immunreaktion auf die adsorbierten Proteine in Form einer Entziin-
dungsreaktion, gefolgt von der Einkapselung und AbstoRung des Implantats fihren."

Aber auch bei vielen technischen Systemen, die in Kontakt mit Wasser stehen wie Wassertanks,
Rohrsysteme und die AuRenhiille von Schiffen, flihrt die primare Adsorption von Proteinen zu einer
Adhdsion von Mikroorganismen und damit zu einer Beeintrdachtigung von Funktion und Effizienz
der Gerate (Abb. 30)."*

Da es nur wenige Materialien gibt, die eine intrinsische Biokompatibilitat aufweisen, ist die Ent-
wicklung proteinresistenter bzw. biokompatibler Oberflachenbeschichtungen von groBem prakti-
schem und finanziellem Interesse.

2.4.1 Wechselwirkungen von Proteinen mit Oberflachen

Fiir die Entwicklung proteinresistenter Oberflachen ist es erforderlich, den Mechanismus der
Wechselwirkung von Proteinen mit Oberflachen zumindest in Ansatzen zu verstehen.

Proteinadsorptionen werden im Allgemeinen durch die drei in dem System vorhandenen Kompo-
nenten bestimmt. Dazu zahlt in erster Linie das Protein selber. Dessen Adsorption auf einer Ober-
flache fiihrt zu strukturellen Verdanderungen seiner Sekundar- und Tertidrstruktur bis hin zur Dena-
turierung. Die strukturelle Stabilitdt eines Proteins ist daher ein wichtiger Parameter bei der Ein-
schatzung der Adsorptionsstarke.'” Thermodynamisch betrachtet ist die Faltung von Proteinen
entopisch ungiinstig und wird daher ausschlieRlich durch den negativen Enthalpiebeitrag aufgrund
der Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen bestimmt. Dementsprechend sind groRe Protei-
ne mit einem hohen Anteil geordneter Sekundarstrukturelemente wie a-Helix- oder B-Faltblatt-
strukturen (z.B. Fibrinogen) meist weniger stabil als kleine und kompakte Proteine mit einer Gber-
wiegend ungeordneten Sekundarstruktur (Lysozym, Insulin).*?
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Eine Entfaltung oder Denaturierung von Proteinen kann sowohl durch dullere Faktoren des um-
gebenden Mediums (z.B. pH-Wert, Temperatur) als auch durch Adoption auf Oberflachen hervor-
gerufen werden. Deshalb ist es wichtig zu wissen, wie Proteine auf Oberflachen adsorbieren und
wie der Adsorptionsvorgang durch die Beschaffenheit der Oberflache beeinflusst wird.

Eine bedeutsame Erkenntnis ist, dass hydrophobe Oberflaichen oft héhere Proteinadsorptionsra-
ten aufweisen als hydrophile.'*® Wie bei anderen amphiphilen Molekiilen (z.B. Mizellen) sind in
wassriger Losung die polaren Regionen eines aktiven Proteins vornehmlich nach aulRen orientiert,
wahrend die unpolaren entsprechend nach innen gerichtet sind. Wechselwirkt das Protein mit
einer wasserabweisenden Oberflache, werden die zuvor innen liegenden, hydrophoben Bereiche
des Proteins nach auRen gefiihrt (hydrophobe Wechselwirkung). Dieser Vorgang kann mit einer
Strukturanderung, Denaturierung und dem Verlust der biologischen Aktivitat des Proteins einher-
gehen.

Bei geladenen Polyelektrolyt-Oberflachen (PE-Oberflachen) beeinflusst zudem der isoelektrische
Punkt des Proteins und der pH-Wert des umgebenden Mediums die Interaktion zwischen dem
Biomolekul und der Oberflache (elektrostatische Wechselwirkungen). Auch die lonenstarke ist im
Fall des Auftretens elektrostatischer Wechselwirkungen eines geladenen Proteins mit der geladene
Oberflache von Bedeutung. Daher sind diese Oberflaichen in einem wesentlich enger gefassten
Bereich proteinabweisend als neutrale.

2.4.2 Eigenschaften von Polyethylenglykolen (PEGs)

Damit lassen sich bereits zwei wichtige Kriterien fir proteinfreundliche Oberflaichen bzw. Ober-
flachenbeschichtungen definieren: Diese miissen hydrophil und elektrostatisch neutral sein. Ver-
wendet werden in dieser Hinsicht vor allem Polymere wie beispielsweise Polyethylenglykole und

Polysaccharide (Dextrane oder Zellulosederivate)."”

Der Grad an Proteinresistenz der Polymerfilme
wird dabei vor allem durch deren Packungsdichte und Schichtdicke bestimmt.

Von den erwdhnten Materialen stellen Filme auf Basis von Polyethylenglykolen (PEGs) das mit
Abstand am haufigsten verwendete System dar, um Oberflachen vor unspezifischer Adsorption zu
schiitzten.™® Zusammen mit der fehlenden Giftigkeit und der geringen Immunogenitit finden PEGs
ein breites Anwendungsgebiet besondere auf dem Gebiet der Biomedizin.

Polyethylenglykol (PEG) - auch Polyethylenoxid (PEO) genannt - ist ein ungeladener und hydrophi-
ler Polyether, der linear oder verzweigt in einem Molmassenbereich bis mehreren Millionen g/mol
verfligbar ist. Trotz seiner einfachen und unscheinbaren molekulare Struktur zeigt PEG einige
hochst ungewohnliche Eigenschaften. Zum einen ist in Wasser wie auch in einer Vielzahl organi-
scher Losungsmittel gut bis sehr gut 16slich. Offensichtlich ist gerade das Verhaltnis von zwei Me-
thylengruppen gefolgt von einem Sauerstoffatom fiir dieses vielfaltige Loslichkeitsmuster verant-
wortlich, denn die homologen Nachbarn von PEG - Polymethylenoxid und Polypropylenoxid - sind
beide nicht in wasserl6slich. Zudem wird die Léslichkeit in Wasser auch durch eine besonders hohe
konformelle Flexibilitdt der EG-Einheiten innerhalb einer PEG-Kette unterstltzt. Auf der andern
Seite ist PEG in unpolaren Losungsmitteln und interessanterweise auch in Diethylether und Glykol

nicht I6slich.™*’

2.4.3 Verhalten von Polyethylenglykolen in wassriger Umgebung

Ein wichtiger Punkt zum Verstandnis der Biokompatibilitdt von Polyethylenglykolen ist ihre Fahig-
keit, eine ausgepragte Hydrathille zu bilden. Zusammen mit der konformellen Flexibilitat der PEG-
Ketten in Wasser fiihrt der so genannte sterischen Ausschlusseffekt zwischen den EG-Ketten dazu,
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dass die PEG-Ketten bei einer ausreichenden Packungsdichte in einer gestreckten Anordnung als
Polymerbirsten vorkommen. Aufgrund der hohen Loslichkeit in Wasser sind die PEG-Ketten stark
hydratisiert und stolRen sich infolge des sterischen Ausschlussvolumens gegenseitig ab. Mit einer
Zunahme der Anzahl an EG-Einheiten nimmt auch die Hydrathille zu. So steigt die Anzahl von
Wassermolekiilen pro EG-Einheit von einem Wert um zwei bei Tetraethylenglykol auf etwa 3-5 fir
Polyethylenglykole mit einer Molmasse von 2000 g/mol bzw. 45 EG-Einheiten an.’®

2.4.4 Proteinabweisende Eigenschaften von Polyethylenglykolen

JEON et al. versuchten zum ersten Mal, eine theoretische Erklarung fiir das proteinabweisenden
Verhalten von PEG-Filmen zu geben. Ihre Arbeiten widmeten sich dem Einfluss von Packungsdichte
und Schichtdicke **! sowie der GroRe der Proteine auf die Proteinresistenz der PEG-Filme. Sie ist
das Resultat eines Zusammenspiels von sterischer Abstofung sowie attraktiver Van-der-Waals- und
hydrophober Wechselwirkung zwischen der PEG-Oberflache und dem Protein. Bei Anndherung des
Proteins an einen dichten-gepackten PEG-Film wird dieser zusammengedriickt, was zu einer Ver-
kleinerung seines Volumens fiihrt und er einen Teil seines hydratisierten Wassers abgeben muss.
Thermodynamisch fiihrt die Kompression also zu einer Abnahme der Entropie, da die PEG-Ketten
weniger Konformationen einnehmen kénnen und zu einer Zunahme der Enthalpie durch den Ver-
lust von Hydratwasser. Da beide Effekte von der Kettenldnge abhangen, ist die Proteinresistenz
umso ausgepragter, je ldnger die PEG-Ketten sind und je dichter sie auf der Oberflache gepackt
vorliegen. Gleiches gilt fur die anziehenden Krafte von Protein und PEG: sie sind umso schwacher,
je hoher Dicke und Dicke des PEG-Films sind.

Allerdings versagt das Modell von JEON bei kurzen Kettenlangen (My<1 kDa). Diese sollten der
Theorie nach zunehmend nicht mehr der Proteinadsorption widerstehen kdnnen, was jedoch nicht
beobachtet wird. Ein alternatives von SLEIFZER et al. vorgeschlagenes Modell betrachtet vor allem
die Dichte des PEG-Films und sich daraus ergebenden Konformation der EG-Einheiten.'*****

Obwohl der Theorie von JEON entsprechend experimentell bestatigt wurde, dass bei PEG-Filmen
vor allem Kettenlange und Bedeckungsgrad fiir die Proteinresistenz von Bedeutung sind, wird bei
selbstaggregierenden Monolagen aus Oligoethylenglykol-terminierten Alkanthiolen schon bei funf

16125 Das Modell der sterischen Repul-

EG-Einheiten eine vollstandige Proteinresistenz beobachtet.
sion kann zur Erklarung fir diese proteinresistenten SAMs nicht herangezogen werden. Sie bilden
sehr dicht-gepackte und wohlgeordnete Monolagen, in die nur sehr wenig Wasser eindringen kann.
Der Hydratationsgrad ist gering und der Effekt einer durch Proteinadsorption hervorgerufenen
Dehydratisierung ist zu vernachldssigen. Zudem ist die geordnete Struktur der SAMs bereits mit
einer geringen Entropie verbunden, weshalb die mit einer Kompression verbundene Entropieab-
nahme ebenfalls vernachlassigt werden kann. Obwohl der Mechanismen der Proteinresistenz EG-
terminierter SAMs bislang noch nicht eindeutig geklart ist, sind die Ausbildung eines stabilen und
hoch-geordneten Wasserfilms zwischen der Grenzflache des EG-SAMs und dem umgebenden Me-
diums sowie das Auftreten elektrostatischer AbstoBungskrafte zwischen Oberflache und Protein
die entscheidenden Griinde fiir die Biokompatibilitit.'****" Experimentell konnte die Ausbildung
der Wasser-Interphase nachgewiesen werden. Sie resultiert aus starken Wasserstoffbriickenbin-
dungen der EG-Schicht und erreicht eine Ordnung der Wassermolekiile bis zu 5 nm weit in das
Medium hinein. Durch die Ausbildung dieser viskosen Zwischenschicht wird die Proteinadsorption
gehemmt und sie kénnen die Oberflache nicht mehr erreichen.
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2.4.5 Proteinadsorption auf Polyethylenglykolen

Bezlglich der Proteinadsorption sind je nach Ausmal der PEG-Bedeckung und der Art des adsor-
bierenden Proteins drei verschiedene Adsorptionsmechanismen maoglich.'?®

Bei geringer Packungsdichte des PEG-Films kdnnen kleine Proteine durch die PEG-Schicht hindurch
auf die Substratoberflache gelangen. Bei gréRBeren Proteinen kann es zu einer Adsorption kommen,
bei der der PEG-Film zwar nicht komprimiert wird, aber die Biomolekiile durch attraktive Van-der-
Waals- oder elektrostatische Wechselwirkungskrafte an der Oberflache des PEG-Films festgehalten
werden. Grof3e Proteine hingegen konnen unter Kompression an dem PEG-Film adsorbieren. Daher
ist vollstandige Resistenz gegenliber unspezifischer Proteinadsorption nur bei Abwesenheit aller
drei Adsorptionsvarianten geben, was eine ein hohe Packungsdichte und die Minimierung attrakti-
ver Wechselwirkungskrafte erfordert. Daher kann eine Proteinadsorption zum einen durch die
Einflhrung repulsiver Krafte zwischen Protein und Oberflache, als auch durch die Vermeidung
attraktiver Krafte kontrolliert werden.

Bei den PEG-Filmen wird das Ausmal’ der Hydrathille zwar weitestgehend durch die Kettenlange
und den Bedeckungsgrad bestimmte, es kommt aber moglicherweise wie bei den EG-SAMS zusatz-

129 Besitzen die PEG-Ketten in Wasser gelade-

lich zu eine geordneten, viskosen Wasser-Interphase.
ne, funktionelle Gruppen, Giben diese einen Einfluss auf die Struktur der sich ausbildenden Wasser-
schicht aus. Durch saure- oder basische Gruppen kénnen auf diese Weise Oberflachenladungen

entstehen, die die Bildung des stabilen Wasserfilms unterstitzen.
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3 Charakterisierungsmethoden

Wahrend sich Zisman 1947 bei der Charakterisierung selbstorganisierender Monolagen noch wei-
testgehend auf Kontaktwinkelmessungen zur Oberflachenanalyse verlassen musste, sind heute
eine Vielzahl von Verfahren verfiligbar. Die meisten Gerate arbeiten im Ultrahochvakuum, dessen
routinemaRige Anwendung erst seit den siebziger Jahren des letzten Jahrhunderts gegeben ist.
Grob lassen sich die Analysemethoden in zwei groRe Gruppen einteilen: Oberflachen lassen sich
elektronenmikroskopisch untersuchen, wobei die Probe mit einem Elektronenstrahl abgetastet
wird und entweder die Streuung der Primarelektronen (Transmissionselektronenmikroskop, TEM)
oder die Emission von Sekundarelektronen (Rasterelektronenmikroskop, REM) als bildgebendes
Signal verwendet wird. Alternativ konnen Oberflachen mit eine feinen Spitze abgetastet und deren
Profil Gber den Tunnelstrom (Rastertunnelmikroskop, STM) oder aufgrund der Van-der-Waals-
Wechselwirkung zwischen Probe und Spitze (Rasterkraftmikroskop, AFM) ermitteln werden. Mikro-
skopische Techniken dienen in erster Linie zur topografischen Charakterisierung von Oberflachen-
profilen, wahrend zur chemischen Analyse vor allem spektroskopische Verfahren eingesetzt wer-
den. Das ist zum einen die Photoelektronenspektroskopie, zu deren wichtigsten Methoden die
Rontgenphotoelektronen-Spektroskopie (XPS) und die Augerelektronen-Spektroskopie(AES) zdhlen.
Einfallende elektromagnetische Strahlung erzeugt auf in dem Substrat Photo- und Augerelektronen
mit elementspezifischer Energie. Ferner lassen sich Oberflachen mittels Absorption elektromagne-
tischer Wellen untersuchen. Die Infrarot-Absorptions-Reflexions-Spektroskopie (IRRAS) findet in
erster Linie zur Identifizierung funktioneller Gruppen von auf einer Oberflache befindlichen Mole-
kiilen Verwendung.

3.1 Rontgenphotoelektronenspektroskopie (XPS)

3.1.1 Grundlagen

Die wichtigste Methode zur spektroskopischen Charakterisierung von Oberflachen wird unter
dem Oberbegriff der Photoelektronenspektroskopie (PES) zusammenfasst. Darunter fallten eine
ganze Reihe von Techniken, die auf dem duReren photoelektrischen Effekt beruhen. Elektromagne-
tische Strahlung geeigneter Wellenlange ist in der Lage, Photoelektronen aus dem von ihr durch-
drungenen Material herauszuldsen. Je nach Energie der einfallenden elektromagnetischen Strah-
lung unterscheidet man zwischen Ultraviolettphotoelektronenspektroskopie (UPS) und Rontgen-
photoelektronenspektroskopie (XPS). Aufgrund der unterschiedlichen Energiebereiche von UPS
und XPS ergeben sich verschiedene Informationen. Bei UPS haben die Photonen eine Energie zwi-
schen 10 und 100 eV (200-20 nm Wellenlange) und kénnen damit Elektronen aus dem Valenzband
des zu untersuchenden Materials anregen. Die Photoelektronen geben dann Aufschluss lber die
elektronische Struktur des Valenzbandes und tber deren Zustandsdichte (density of states, DOS).

Werden weiche Rontgenstrahlen im Bereich weniger Kiloelektronenvolt (keV) verwendet, reicht
deren Energie aus, um auch mit kernnahen Elektronen zu wechselwirken. Obwohl die Photonen
auch zur Anregung der Valenzelektronen in der Lage sind, ist deren Wirkungsquerschnitt mit Ront-
genstrahlung der Energie >1 keV so gering, dass die Photoelektronen fast ausschlieRlich aus kern-
nahen Orbitalen stammen. Deren kinetische Energie ist charakteristisch fiir das chemische Element
von dem es emittiert wurde. Sind mehrere Atomorbitale zur Photoionisation verfiigbar, lasst sich
die Energie einem bestimmten Orbital des betreffenden Elements zuordnen. Was die Rontgenpho-
toelektronenspektroskopie besonders interessant macht, ist die Tatsache, dass die Energie der
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Photoelektronen zuséatzlich noch von der chemischen Umgebung abhangt. Das fiihrt zu einer che-
mischen Verschiebung je nach Oxidationsstufe, Hybridisierung oder induktiv wirkenden Substituen-
ten am betrachteten Atom. Daher wird die XPS-Spektroskopie auch als ESCA (electron spectroscopy
for chemical analysis) bezeichnet.

Um aus der kinetischen Energie der Photoelektronen die Bindungsenergie des Orbitals zu berech-
nen, von dem es ausgesandt worden ist, kann man in erster Naherung die einfache Einstein-
Relation verwenden:

(GI.Z) EB = hV_EKIN_q)-

Die Bindungsenergie des Orbitals Ep lasst sich aus der Differenz der Energie der Rontgenstrahlung
hv und der kinetischen Energie des Photoelektrons
EPhoton
I Exin

EVakuum

Exiv abzlglich einer Arbeitsfunktion @ bestimmen.
Allerdings gibt es zwei Arbeitsfunktionen (die von
Probe und Spektrometer), deren Werte in der
Regel verschieden sind (Abb. 31). Zunachst ist die
Bindungsenergie definiert als die Energiedifferenz

. . . . )
zwischen der Orbitalenergie und dem Ferminiveau Dprope

Er. Bis zur lonisationsgrenze oder dem Vakuumni- ¢~~~ @77 g7 oo EREE e m e
veau Eyac verliert das Photoelektron dann noch die
Energie der Austrittsarbeit @ genauer die der
Probe ®prope. Damit hat das die Probe verlassene
Photoelektron die kinetische Energie E’xny bezlig-
lich des Vakuumniveaus der Probe. Allerdings ist Probe Spektrometer
diese Energie nicht die Energie Ekv, die am Detek-

Abb. 31. Schema der relevanten Energieniveaus
) o fir die Messungen der Bindungsenergie mittels
und Detektor leitend mit einander verbunden, Rgntgenphotoelektronenspektroskopie (XPS).

liegen zwar ihre Ferminiveaus auf gleichem Poten-

tor des Spektrometers gemessen wird. Sind Probe

tial, nicht aber die Vakuumniveaus. Sie unterscheiden sich um die Differenz der Austrittsarbeiten
von Probe und Spektrometer (@spextro — Pprrose). Allerdings bendtigt man die Arbeitsfunktion der
Probe ®propr nicht. Ebenso missen die Unterschiede zwischen den beiden kinetischen Energien
Exiv und E‘gn nicht bertcksichtigt werden, wenn die Arbeitsfunktion des Spektrometers @spgxrro
bekannt ist. Denn die gesuchte kinetische Energie der Probe E‘xn ergibt sich dann direkt aus der
gemessenen kinetischen Energie Exy :

(GL.3) E'kin + Pprove = Exin + PspekTRO
und damit die Bindungsenergie:
(Gl. 4) Eg = h-v — Exin — Pspekrro-

Die Austrittsarbeit des Spektrometers braucht nur einmal bestimmt zu werden und wird Gber eine
externe Spannung an den Analysator angelegt, um die gemessene kinetische Energie Exy Gber die
Energie der Rontgenstrahlung hv direkt als Bindungsenergie Ep auszugeben.

Wie in Abb. 32 zu sehen, erzeugt das primare Rontgenphoton ein Photoelektron. Zuriick bleibt
ein Loch, also eine inverse Elektronenkonfiguration. Diese hat nur eine kurze Lebenssauer und das
entstandene, angeregte lon relaxiert entweder durch Aussendung von elektromagnetischer Strah-
lung als Rontgenfluoreszenz (Abb. 32b) oder es emittiert ein Augerelektron (Abb. 32c). Diese Au-
gerelektronen sind nicht einfach nur ein ,,Nebenprodukt” der PES, sondern begriinden eine eigene
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Spektroskopie, die Augerelektronenspekt- A
roskopie (AES). Die Energie der Auger-
elektronen liegt mit 50-2000 keV im Be-
reich der der Photoelektronen. Allerdings
ist deren kinetische Energie unabhangig
von der Energie der einfallenden Réntgen-
strahlung, wahrend die der Photoelektro-

nen gemall Gleichung2 mit steigender

Photonenanregungsenergie zunimmt.

a)

Ein = h:- Bp-® b) C) Eaug = AEA - Eb2 @
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Das ist insofern interessant, da die Ober-
flachensensitivitat XPS-spektroskopischer
Messungen von der Energie der Photo-
elektronen und damit von der der Ront-
genstrahlung hv abhangt. Je geringer die

Abb. 32. Energieniveaudiagramm der Photoelektronen-
spektroskopie: (a) Anregung eines Photoelektrons durch
ein Rontgenphoton; (b) Relaxation durch Fluoreszenz;
(c) Relaxation durch Emission eines Auger-Elektrons; E;
Fermi-Energie; Eyac Vakuumenergie; hv,, AE, Energie des

Photoelektrons bzw. des Fluoreszenzphotons.

Energie der Photonen, desto geringer die

Energie Exiv der Photoelektronen und damit deren mittlere freie Weglange oder Informationstiefe.
Das ist der Grund, dass bei XPS-Spektrometern zur Erzeugung der Rontgenstrahlen ausschlieRlich
Magnesium oder Aluminium als Anodenmaterial verwendet wird. Diese beiden Metalle sind dieje-

nigen mit der geringsten Ordnungszahl bei gleichzeitig ausreichend thermischer Stabilitat, um als

Anodenmaterial im Ultrahochvakuum verwendet werden zu kénnen.

3.1.2 Apparativer Aufbau

Grundsatzlich besteht ein XPS-Spektrometer aus drei Elementen: der Rontgenquelle, dem Ener-

gieanalysator und dem Detektor.

Im letzten Abschnitt wurde besprochen, dass die kinetische Energie der Photoelektronen von der

Wellenldnge der Rontgenstrahlen abhingt, weshalb es wichtig ist, Rontgenstrahlung maoglichst

definierter Energie und geringer Linienbreite zu
verwenden. Bei Magnesium als Anodenmaterial
benutzt man die Ka-Linie bei 1253.6 eV mit
einer Halbwertsbreite 0.7 eV bzw. bei Alumi-
nium die Ka-Linie bei 1486.6 eV bei einer Halb-
wertsbreite von 0.85 eV. Mit Hilfe eines Mono-
chromators lasst sich die Halbwertsbreite auf
<0.3 eV senken, was aber zu erh6htem appara-
tiven Aufwand und einer verminderten Intensi-
tat der Rontgenstrahlung fiihrt. Deshalb wird in
gadngigen Spektrometern meistens auf den
Monochromator verzichtet. Das wichtigste
Bauteil in der PES ist der Energieanalysator, der
die kinetische Energie der von der Probe emit-
tierten Photoelektronen bestimmt (Abb. 33).
Dafir wird fast ausschlieflich ein hemisphari-
scher Energieanalysator verwendet, der aus
zwei konzentrischen, metallischen Halbkugeln

mit dem Innen- und AuBenradius r; und r;

Hemispdrischer
Energieanalysator

Multikanalplatte
(Channeltron)

Linsen
,er, Rontgenquelle
]

Probe ——

Abb. 33. Schematischer Aufbau eines XPS-Spektro-
meters: die Rontgenstrahlung erzeugt in der Probe
Photoelektronen, die fokussiert werden und das
Feld einer variablen Gegenspannung Vger durchlau-
fen. Den hemispharischen Analysator kénnen nur
Elektronen mit einer bestimmten Energie passieren,
deren Anzahl mit einer Multikanalplatte (Channel-
tron) gemessen wird.
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besteht, an deren Ein- und Ausgang jeweils ein diinner Schlitz angebracht ist. Wird an den beiden
Halbkugeln die elektrische Spannung Vuk angelegt, werden die durch den Eingangsschlitz eintre-
tenden Elektronen in dem Raum zwischen den Halbkugeln entsprechend ihrer kinetischen Energie
auf verschieden stark gekrimmte Bahnen gelenkt. Nur bei einer definierten kinetischen Energie
Epass konnen die Elektronen auf einer Bahn mit dem Radius ry durch den Ausgangsschlitz zum De-
tektor gelangen. Kontinuierliches Verandern der Spannung Vux selektiert die Elektronen nach ihrer
Energie und deren Anzahl (Intensitat). Aus der anliegenden Spannung Vux und den geometrischen
Dimensionen (r;, rz) kann man direkt die kinetische Energie Epsss der detektierten Elektronen be-
stimmen:

(GL5)

Epgss . (7’_2 _ T_1)

Vi
HK e T T2

In der Praxis wird allerdings die Spannung Vg konstant bei einem festen Wert gehalten, sodass
nur Elektronen detektiert werden kdnnen, deren Energie Epass betragt. Der Vorteil des CAE-Modus
(constant analyser energy) liegt darin, dass eine energieabhingige Empfindlichkeit des Analysators
und vor allem des Detektors nichtberlicksichtigt werden braucht, da ja immer nur Elektronen der-
selben Energie auf diesen treffen. Stattdessen wird vor dem Eingangsschlitz ein variables Bremspo-
tential Vrer angelegt, sodass nur diejenigen Photoelektronen den Detektor erreichen kénnen, de-
ren kinetische Energie der folgenden Gleichung geniigt:

(Gl.6) Exin = Epass + € Vger -

Der Detektor hat die Aufgabe, die Anzahl der ihn erreichenden Elektronen pro Zeiteinheit zu be-
stimmen. Er besteht aus zwei Elementen, einem Elektronenvervielfacher zu Verstarkung des Sig-
nals und dem eigentlichen Detektorelement, das das verstarkte Signal in ein elektrisches Nutzsignal
umwandelt.

Zur Verstarkung der ankommenden Elektronen wird meist eine Multikanalplatte verwendet. Da-
bei handelt es sich um einer Ansammlung von Kanalelektronenvervielfachern (Abb. 34), die nach
dem Prinzip eines Sekundarelektronenvervielfachers arbeiten. Das so verstarkte Signal wird noch
einmal nachbeschleunigt und Ulber eine Kollektorelektrode eingefangen und gezahlt. Prinzipiell
wdre es mit Multikanalplatten mdglich, nicht nur die Anzahl der ankommenden Elektronen be-
stimmen, sondern auch deren Energie. Allerdings hat der Elektronenvervielfacher zum einen eine
deutlich geringere Energieauflésung als ein hemisphérischer Energieanalysator, zum anderen zeigt
er ein nichtlineare Abhangigkeit des Verstarkungsfaktors von der
Energie der Primarelektronen auf, weshalb es schwierig ist, de-
ren Energie und Intensitét gleichzeitig zu messen.**°

Daher wird der Elektronenvervielfacher nur zum Zdhlen der

Elektronen verwendet und deshalb im Sattigungsbereich betrie-

Abb. 34. Prinzip eines Kanalelekt-

) o ) b ronenvervielfachers zur Bestim-
seiner Energie die maximale Anzahl an Sekundarelektronen. mung des Elektronenflusses.

ben. Jedes ankommende Primarelektron erzeugt unabhangig von

3.1.3 XPS-Signale

Wie aus Abb. 32 ersichtlich, kdnnen prinzipiell alle Energieniveaus angeregt werden, deren Bin-
dungsenergie kleiner als die Energie des einfallenden Photons ist (z.B. 1254 eV bei Verwendung
einer Mg-Rontgenquelle). Werden Oberflachen untersucht, die aus mehreren Elementen bestehen,
wirden die Spektren aufgrund der Vielzahl der Signale schnell unibersichtlich werden. Es gibt
jedoch bei jedem Element fiir jedes Energieniveau einen Wirkungsquerschnitt o, der die Starke der
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Kopplung eines Rontgenphotons mit den Elektronen des betrachteten Orbitals kennzeichnet. Die-
ser Wirkungsquerschnitt unterscheidet sich oft erheblich bei verschiedenen Energieniveaus inner-
halb eines Elements. So gibt es schon beim Kohlenstoff drei erreichbare Zustinde, aus denen das
Mg-K, Réntgenphoton mit seiner Energie von 1254 eV ein Photoelektron erzeugen kann: aus den
kernnahen Niveaus C 1s und C 2s, sowie aus dem C 2p Valenzniveau. Allerdings betragt der relative
Wirkungsquerschnitt flir das C 2s-Niveau nur etwa 5% bezliglich des C 1s-Oribits und fiir das C 2p

B! Gleiches gilt fur alle Elemente der ersten

liegt der entsprechende Wert sogar nur bei ~0.1 %.
Hauptgruppe, sodass die Untersuchung organischer Oberflichen meist zu einfachen Spektren
fiihrt. Die Abhangigkeit des Wirkungsquerschnitts o von der Energie der Niveaus innerhalb eines
Elements zeigt ein generelles Prinzip: o ist umso groler, je geringer die Energiedifferenz zwischen
Rontgenphoton und Orbital ist.

Ein weiterer Effekt bei XPS-Spektren resultiert aus der Spin-Bahn-Kopplung eines emittierten
Elektrons. Bei allen Energieniveaus, deren Bahndrehimpulsquantenzahl L grofRer Null ist (also allen
p-, d- und f-Orbitalen), fiihrt die Spin-Bahn-Kopplung zu einem Gesamtdrehimpuls J=L+S. Da die
Spinquantenzahl S immer den Wert % hat, spaltet jeder p, d und f~-Term in ein Duplett auf. Die
beiden Energieniveaus sind bei neutralen Atomen mit Elektronen besetzt und damit energetisch
entartet. Nach der Photoionisation sind die Niveaus aber nur noch einfach besetzt, und die Entar-
tung ist aufgehoben. Damit ergeben sich zwei energetisch verschiedene Signale im Spektrum,
deren Intensitatsverhaltnis sich aus den Multiplizitdten der beiden J-Werte zu (L+1)/L ergibt.

Beim Kohlenstoff C 1s-Signal kommt es in Molekiilen mit ausgepragtem n-System haufig zu weite-
ren Peaks bei hoherer Bindungsenergie. Diese um bis zu 10 eV verschobenen , Shake-up“-Signale
treten auf, wenn das Photoelektron wihrend seiner Emission einen (ri-nt*)-Ubergang induziert und
dabei einen Teil seiner Energie verliert. Die Verschiebung entspricht quantitativ einem optischen
HOMO-LUMO-Ubergang.

3.1.4 Schichtdickenbestimmung diinner Filme

Bei der Photoelektronenspektroskopie handelt es sich um eine oberflachensensitive Methode. In
dem fiir die XPS-Spektroskopie relevanten Energiebereich betragt die mittlere freie Weglange
(inelastic mean free path, IMFP) von Elektronen in Festkdrpern etwa 10 bis 30 A. In dhnlicher Gro-
Renordnung liegen auch die Abschwachungslangen A der Elektronen. Diese experimentell ermittel-
te GroRRe beinhaltet zusatzlich noch elastische Streueffekte und gibt die Entfernung an, nach der
sich die Intensitdt der Photoelektronen beim Durchqueren durch ein Material auf e verringert hat.
Daraus ergibt sich eine XPS-Informationstiefe von 3-A oder 5-10 nm.

Ein wichtiger Aspekt der XPS-Spektroskopie ist die Mdglichkeit, Oberflachen nicht nur qualitativ,
sondern auch quantitativ zu charakterisieren, sowie Schichtdicken und Tiefenprofile entlang der
Oberflaichennormalen einer Probe zu bestimmen. Fiir eine quantitative Betrachtung ist es wichtig
zu wissen, von welchen GroRen die Intensitat des Signals abhangt. Ansatz dafir ist die folgende
Gleichung:'*

— . . . . — x
(GL.7) dl=®-0-N,-K exp( A-cosﬁ) dx.

@ ist die Intensitat der Rontgenstrahlung, o der Wirkungsquerschnitt, N, die Teilchenzahldichte, K
ist eine Apparatekonstante, A die Abschwéachungslange und 9 der Winkel zwischen Analysatorachse
und Flachennormale der Probe. Fiir Gleichung 7 gibt es zwei Falle zu unterscheiden. Ist Element A
in einer Schicht der Dicke d homogen verteilt, ergibt sich die folgende Intensitat /,:
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(GL.8) =13 [1-exp (- aAigsa)]'

wobei I,° die maximale Intensitat fir den Fall da>>A4 ist. Dieses Phdanomen der begrenzten Signal-
intensitat wird Selbstabschwachung genannt. Die maximale Intensitdt Iy ergibt sich aus Glei-
chung 7 und beinhaltet auch die Gerateparameter:

(GL.9) Iy =®-K-o0x-N,x- cosd- A
Oftmals werden bei XPS-Messungen diinne Filme mit einer Dicke d4 von wenigen Nanometern
gemessen, die sich auf einem deutlich dickeren Substrat befinden. Das Signal des Substrats B wird
dann von der diinnen, aufliegenden Schicht A gemaR Gleichung 7 durch Integration von 0 bis d,
beschrieben:

(Gl 10) Iy =13 - exp (- —2-)

Ay cos?

Diese Gleichung wird verwendet, um die Schichtdicke d4 des Filmes A anhand der Abschwachung
des Substratsignals Iz zu bestimmen. Die unbekannte GroRe Ig ist durch die Messung der Intensitat
einer gesputterten Substratoberflache zuganglich.

Die Abschwachungsldnge A ist in erster Ndherung nur von der kinetischen Energie der Photoelekt-
ronen abhéangig. In der Praxis allerdings hangt A nicht unwesentlich von der Dichte des Materials
ab, durch das sich die Photoelektronen bewegen. Das wird alleine schon durch die Analogie von
Gleichung 10 mit dem Lambert-Beerschen-Gesetzt deutlich: I(d)=1,-exp(-e-c'd). Es beschreibt die
Abschwachung von sichtbarem Licht beim Durchschreiten einer farbigen Flissigkeit durch eine
Klvette der Dicke d. Die Abschwachungslange entspricht hier dem Produkt aus dem Extinktionsko-
effizient € und der Konzentration des Farbstoffs c. Daher ist zu erwarten, dass auch die Abschwa-
chungslange A einen materialspezifischen Anteil beinhaltet.

Eine Quelle der Ungenauigkeiten bei XPS-Messungen zur Bestimmung von GréRen wie Schichtdi-
cke ist die Verwendung absoluter Signalintensitaten. Bei der Schichtdickenbestimmung mittels
Abschwiéachung des Substratsignals werden die Intensitaten zweier separater Messungen verglichen
(Referenz und Probe). Das Ergebnis ist aber nur insoweit verlass-
lich, wenn externe Faktoren wie beispielsweise der Rontgenfluss
@ in beiden Messungen identisch sind. Derartige Schwankungen
brauchen nicht beriicksichtig zu werden, wenn man zwei Signale
einer Messung miteinander vergleicht.

Die Bestimmung der Schichtdicke eines Filmes, welcher auf ei-
nem Substrat liegt (beispielsweise der eines SAMs auf einem
Goldsubstrat), ist durch den Vergleich der Intensitaten des Koh-
lenstoff C 1s-Signals des SAMs mit dem Au 4f-Signal des Substrats
moglich. Als Referenz dient ein SAM mit bekannter Schichtdicke,
z.B. ein Dodecanthiol-SAM auf einer Au(111)-Oberflache mit der

bekannten Schichtdicke von 14.5 A. ’Schicht A
Das Prinzip der Schichtdickenbestimmung zeigt Abb. 35. Bei
senkrechter Position des Analysator beziglich der Probe : Substrat B

(cos(8)=1) wird das Au 4f-Signal des Substrats von dem darliber-

liegenden SAM entsprechend Gleichung 10 abgeschwéacht, wah- Abb. 35. Abhingigkeit der XPS-

rend das C1s-Signal des SAM gemdR Gleichung8 selbstabge- sjgnal Intensititen von der Tiefe
schwdécht wird: und der Struktur einer Probe.




3 Charakterisierungsmethoden -33-

(Gl.11) e _ 12 _1“”‘”(‘%)
. m B E exp(ﬁ)

In Gleichung 11 sind alle Gr6Ren bis auf das Verhaltnis der maximalen Intensitat 17°/1;, bekannt.

Dieser Quotient wird anhand einer Referenz mit bekannter Schicktdicke dgrzr einmal bestimmt und
kann dann als Parameter K auf beliebige Systeme lbertragen werden:

AREF
o I exp(/1 u-)
(Gl.12) K=,%=,—C'—’ZREF
Au Au 1—exp(—T)
Damit lasst sich die Schichtdicke dproge flir einen unbekannten Film aus Gleichung 11 durch Messen
des C 1s/Au 4f-Verhaltnisses der Probe bestimmen:

(GL.13) [1 - exp (“2222)] — - exp (- 222222) = ¢
mit
(Gl 14) 0= %IITC

Das heildt, man erhalt die Filmdicke dprose einer entsprechend Abb. 35 aufgebauten Probe auch
durch Messen der C1s Intensitat der Probe und der Au 4f des Substrats. Sofern sich Probe und
Referenz strukturell nicht zu sehr unterscheiden, sind K und die Abschwachungslangen von der
Probe unabhéngige Parameter. Durch numerisches Auflésen von Gleichung 13 nach dprose erhalt
man die gesuchte Schichtdicke. Analytisch kann man die Gleichung nur dann nach dprosr auflésen,
wenn man die Abschwachungslangen A¢ und A, durch eine mittlere Abschwachungslange
A'=2%5 (Ac+A¢) ersetzt. Dann erhalt man fiir die Schichtdicke:

(Gl. 15) dPROBE = /1’ - ln(.Q + 1)

3.1.5 Bestimmung der stochiometrischen Zusammensetzung

Neben der Schichtdickenbestimmung ist die XPS-Spektroskopie auch zur quantitativen Analyse
der auf einer Oberflache befindlichen Elemente geeignet. Wie auch bei der Schichtdickenbestim-
mung gibt es mehrere Ansatze und Modelle, die stéchiometrische Zusammensetzung einer Ober-
flaiche anhand der Intensitdt der XPS-Signale zu berechnen. Am einfachsten liegt der Fall, wenn die
Elemente auf der zu untersuchenden Oberfldche statistisch verteilt sind. Dann ergibt sich das sto-
chiometrische Verhaltnis N4 und Np der Elemente A und B einfache durch aus den Intensitaten der
XPS-Signale I, den Abschwéachungsléangen A und den Wirkungsquerschnitten o:

(G 16) A-4.%.28

Sind die Elemente nicht statistisch sondern in Schichten angeordnet (SAMs), muss neben der
Selbstabschwachung auch die Abschwachung dariiberliegender Schichten beriicksichtigt werden.
Daher ergibt das stochiometrische Verhangnis einer Schicht O, die das Element O beinhaltet, liber
einer Schicht U mit dem Element U:

N Ip oy Ay exp(—dy/Ay)[1—exp(—do/Ay)]
GL17 No _ Yo ,9Uu AU p u/Au o/Au
( ) Ny Iy 00 2o 1-exp(=do/20)

Diese Gleichung lieBe sich noch vereinfachen, sofern die Dicke einer Schicht deutlich kleiner als die
entsprechende Abschwachungslange in dem Exponentialterm ist, da dieser dann nach einem Poly-
nom entwickelt werden kann.
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3.2 Nahkanten-Rontgenfeinstruktur-Absorptionsspektroskopie (NEXAFS)

NEXAFS (near edge X-ray absorption fine struc- a)

ture) Spektroskopie ist eine wichtige rontgenspekt-

7

roskopische Methode zur Untersuchung diinner

Absorption

280 290
Photonenenergie [eV]

Schichten, mit der neben der elektronischen Struk-

tur auch die geometrische Ordnung einer Schicht
bestimmt werden kann. Die Réntgenabsorptions-

Absorptionskoeffizient
—

kante ist der Bereich, bei dem die Energie der

Rontgenphotonen gerade ausreicht, um in der

Probe Elektronen aus einem bestimmten Atom-  p) A(' — — n
orbital (meistens einem Rumpforbital wie der _% + ={orielerunpegrenze - = = - - T
K-Schale) anzuregen. Ist die Rontgenenergie gerin- E; —“0\ /
ger, kdnnen nur noch Elektronen aus einem weni- @ —o-oL.-o-‘-‘

ger kernnahen Niveau angeregt werden, fur das g L-Schale -se——ee- i |
aber der Wirkungsquerschnitt deutlich geringer ist ; K Schale ae. m—o

(es gilt weiterhin, dass der Wirkungsquerschnitt bei
resonanter Wechselwirkung am gréRten ist). Daher Abb. 36. (a) Réntgenkante und Feinstruktur von

ist die Absorption der Réntgenstrahlung an der Kohlenstoff. K bezeichnet das 1s und L das 2s

Absorptionskante eines Elektronenniveaus unstetig OrPitali (b) an der Rontgenkante wird ein Photo-
elektron zundachst in unbesetzte Molekilorbitale

(Abb. 36a). angeregt. Erst wenn die Rontgenenergie grof
Zur Ausmessung der Struktur der Rontgenkante genug ist, erfolgt die Anregung ins Vakuum.

bendtigt man Rontgenstrahlung variabler Wellen-
lange. Eine solche Quelle bietet heute nur ein Synchrotron, was NEXAFS-Messungen teuer und
aufwandig machten. Dennoch wird die NEXAFS-Spektroskopie bei geordneten Monolagen haufig
verwendet, da sie ihre Informationen anderweitig nur schwierig oder ungenau zu erhalten sind.

Nadhert man sich mit der Photonenenergie von der niederenergetischen Seite beispielsweise der
K-Kante des Kohlenstoffs an, nimmt die Intensitdt des reflektierten Rontgenstrahls beim Erreichen
der Kante sprunghaft ab, da die Photonen nun genligend Energie haben, um Elektronen aus dem
C 1s-Atomorbital (AO) in ein leeres, antibindendes Molekiilorbital (MO) anzuregen. Das ist ein
weiterer wichtiger Unterschied zur XPS, bei der die Elektronen grundsatzlich weit iber das Vaku-
umniveau gehoben werden. Ebenso unterscheidet sich NEXAFS von XPS in der Detektion der Uber-
gdnge. XPS misst die Intensitat der Photoelektronen, wahrend bei NEXAFS theoretisch die Ab-
schwéachung der Intensitdt des einfallenden Rontgenstrahls (Absorption) gemessen wird. Um aber
eine hohe Oberflachensensitivitdt der NEXAFS-Messung zu erhalten, wird in der Praxis die Rontgen-
absorption indirekt iber das Auffiillen der freigewordenen kernnahen Orbitale gemessen. Dabei
entstehenden Auger- und Sekundérelektronen, die mit einen Sekundérelektronenvervielfacher
gemessen werden (siehe Abschnitt 3.1.2).

Die Intensitat des reflektierten Rontgenstrahls nimmt also durch Absorption aufgrund der reso-
nanten Anregung eines Elektrons aus dem C 1s-Niveaus in das energetisch niedrigste nicht-besetzte
Molekulorbital (LUMO) ab. Besteht der Kohlenstoff des Oberflichenfilms nur aus sp3-
hybridisiertem Kohlenstoff, fiihrt die Anregung in ein o*-LUMO. Da diese 0*-MOs aufgrund ihrer
hohen Energie (oberhalb der lonisierungsgrenze) in einem quasikontinuierlichen Bereich liegen, ist
die C 1s »o™* Resonanz meist breit und weniger aussagekraftig. Hat der Kohlenstofffilm dagegen n-
Bindungen, weisen diese oftmals scharf definierte Energieniveaus auf und das Spektrum der
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CK-Kante zeigt eine oder mehrere [N

\ Nolekﬂlachse
TDM,

oy

schmale C 1s —mt* Resonanzen. Daher

ist NEXAFS besonders zur elektroni-
schen Analyse von *-MOs
geeignet.’

Die zweite wichtige Eigenschaft von
NEXAFS-Spektren ist, dass die Wech- TPM;
selwirkung der Rontgenstrahlung mit 0

=

Flachennormale

den MOs der Probe eine raumliche

Anisotropie aufweist, das heiRt der

Wirkungsquerschnitt ist abhangig

vom Winkel und der Richtung des

Ubergangsdipolmoment der Anre- Abb. 37. Zusammenhang zwischen Tiltwinkel @,, Einfallswinkel
gung (genauer von der Symmetrie der Réntgenst.l.'ahlung o und Intensitdt der Wechselwirkung.
TDM sind die Ubergangsdipolmomente beziiglich eines Mole-
kiilorbitals, E ist die elektrische Komponente der linear polari-
richtung des SAMs bezliglich der jerten Réntgenstrahlung mit der Ausbreitungsrichtung c.

Oberflachennormalen). In Gasphasen

der unbesetzten MOs und der Aus-

oder bei ungeordneter Bedeckung sind die Intensitdten der Feinstruktur bei Verwendung von linear
polarisierter Réntgenstrahlung von Einfallswinkel unabhangig, da die beteiligten Orbitale in allen
Raumrichtungen gleichverteilt sind. Bei SAMs sind anisotrope Orbitale jedoch in einer Vorzugsrich-
tung orientiert. Das flihrt zu einer winkelabhangigen Intensitatsverteilung der Feinstruktur und zur
Moglichkeit einer Orientierungsbestimmung des Molekiils relativ zur Oberflache. Den Zusammen-
hang zwischen der rdumlichen Lage eines aromatischen nt*-Systems und der Ausrichtung der einfal-
lenden Rontgenstrahlung zeigt Abb. 37. Man kann das System als eine Kombination von drei Koor-
dinatensystemen betrachten: Das Substrat bildet das Hauptkoordinatensystem. Beziiglich dessen z-
Achse wird einerseits das Koordinatensystem des Molekiils, bestehend aus der Molekiilachse und
den Ubergangsdipolmomenten (TDMs), sowie anderseits die y-Achse des Koordinatensystems der
einfallenden Réntgenstrahlung (bestehend aus der Ausbreitungsrichtung c und den Feldvektoren E
und B) definiert. Bei Monolagen stehen n*-Orbitale (und damit ihre TDMs) parallel und o*-MOs
senkrecht zur Substratebene, bzw. haben eine Neigung entsprechend des Tiltwinkels. Mathema-
tisch wird der Zusammenhang unter Bertlicksichtigung, dass die Molekilachse nur beziiglich des
Winkels 0; definiert ist und in der x-y-Ebene jede Position mit gleicher Wahrscheinlichkeit einneh-
men kann, fiir mt-Systeme durch Gleichung 18 dargestellt:

(GL.18) I(a,0,) x P - [1 — cos?8, - cos?a — 0.5 (sin?8, - sin®a)] + (0.5 — P/2) - (1 + cos?a)

Der Polarisationsgrad P (0<P<1) gibt die Gite der Polarisation der Rontgenstrahlung an und lag
bei den durchgefiihrten Experimenten bei 0.85. Fiihrt man die Messungen wie in Abb. 37 gezeigt
bei verschiedenen Einfallswinkeln (meistens 90° und 20°) durch, kann man durch Vergleich der
Intensitdten mittels Gleichung 18 direkt den Tiltwinkel bestimmen (unter der Annahme, dass das
herangezogene TDM senkrecht zur Molekiilachse steht). Abb. 38 zeigt grafisch den Zusammenhang
der verschiedenen Winkel von Gleichung 18 und macht gleichzeitig den Zusammenhang zwischen
Tiltwinkel und Differenz- bzw. Relativspektrum deutlich. Man erkennt, dass eine Messung bei ei-
nem Einstrahlwinkel von 55° (magischer Winkel) dazu fiihrt, dass die Intensitat nicht mehr von der
raumlichen Lage der Molekiile abhdngt. Das NEXAFS-Spektrum beinhaltet dann nur noch Informa-
tionen Uber die die elektronische Struktur eines Oberflachenfilms. Bei allen anderen Winkeln
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kommt es zu einer Aniso- a) 1.0[Gleichung 18 P=085|b) 4 0| Gleichung 18 P =085
tropie der Intensitdt, die _ —o = 90° 1(@=90°) / [{0=20°)
> o |1 me

umso groRer ist, je weiter @ 0.8} ; . 3.01 (@=90°) - ((x=20")
man sich vom magischen S  [—a=55° : ' 2.0¢

. ) xwm 0.6F : —
Winkel entfernt. Daher ist = s

. @ N

es zur Bestimmung des £ 04 a
Tiltwinkels sinnvoll, unter — =20° - ,

. v p. moz_fu_- X e " J —-10k L . — . .
einem moglichst groRen & 40775730 45 60 75 90 0 15 30 45 60 75 90
und kleinen Winkel zu Tiltwinkel (©,) Tiltwinkel (©,)

messen. Aus der Differenz  apb.38. Berechnete Intensititsverhltnisse nach Gleichung 18: (a) die
bzw. dem Quotient der Intensitat (pro Proportionalitatsfaktor) ist gegen den Tiltwinkel einer

gemessenen Intensitaten
lasst sich dann direkt der

Monolage bei verschiedenen Einfallswinkeln aufgetragen; (b) werden
Messungen bei zwei verschiedenen Winkeln a durchgefiihrt, kann man
aus der Differenz oder dem Quotienten der Intensitdten Riickschliisse

Tiltwinkel berechnen. tiber Ordnungsgrad und Tiltwinkel ziehen.

3.3 Infrarot-Reflexion-Absorption Spektroskopie (IRRAS)

Bei der Infrarot-Reflexions-Absorptionsspektroskopie (IRRAS) wird polarisiertes Licht unter einem
flachen Winkel von > 70° beziglich der Flaichennormalen an einem Metallsubstrat reflektiert und zu

einem Detektor geleitet. Auf der Oberflache befindliche Molekiile kdnnen das einfallende Licht in
charakteristischer Weise absorbieren, was zu entsprechenden Banden im Spektrum fihrt. IRRAS ist

eine schnelle und einfache Méglichkeit, SAMs
unter atmospharischen Bedingungen zu unter-
suchen. Im einfachsten Fall benutzt man IR-
RAS, um funktionelle Gruppen zu identifizieren
oder den Ausgang von chemischen Reaktionen
an SAMs zu Uberpriifen. Des Weiteren ist es in
einigen Fallen moglich, mittels IRRAS den
Tiltwinkel***

Monolagen sehr diinn sind, liegen die Absorp-

von SAMs zu bestimmen. Da

tionen bei ca. 51072 AU (absorbance units),
und man muss fiir Messungen in mittleren
Infrarotbereich (MIR, 400-4000cm™) einen
mit fllissigem Stickstoff gekiihlten MCT-
Detektor (Mercury-Cadmium-Telluride) ver-
wenden. Aullerdem muss es sich bei dem
Spektrometer um ein Gerdat mit Fourier-
Transformations-Infrarotspektrometer  (FTIR-
Spktrometer) handeln, da man so innerhalb
von kurzer Zeit eine Vielzahl von Messungen
durchfiihren und das Signal-Rausch-Verhaltnis
senken kann. Weiterhin kann man bauartbe-
dingt (Laser-Vermessung der Position des
Michelson-Interferometers) den Absolutwert

a) unpolarisiert ——— = p-polarisiert
—»
Ep
Es
Reflexionsebene
—
n

4
(a t y
Oberflache

Abb. 39. (a) Reflexion von unpolarisiertem Licht an
einer Oberfliche ergibt p-polarisiertes Licht. Die
Orientierung bezieht sich auf die Reflexionsebene.
(b) Reflexion von p-polarisiertem Licht an einer
Metalloberflaiche. Man erkennt, dass parallel zur
Metalloberfldche polarisiertes Licht (Ex) durch die
Polarisationsladungen ausgeldscht wird, wahrend
senkrecht polarisiertes Licht (E;) verstarkt wird.




3 Charakterisierungsmethoden -37-

der Absorptionswellenzahl sehr genau bestimmen. Man verwendet bei der IRRAS p-polarisiertes
Infrarotlicht, bei dem der Vektor des elektrischen Feldes Ep parallel zur Reflexionsebene steht
(Abb. 39a).Bei einem Einfallswinkel von weniger als 90° beziglich n teilt sich Epr in zwei Komponen-
ten Ez und Ex auf (Abb. 39b). Ex liegt parallel zur Metalloberflache und wird durch Verschiebungs-
polarisation der Metallelektronen ausgeldscht. E liegt senkrecht zur Metalloberflache und wird
entsprechend verstarkt. Da nur Licht in Ez -Richtung transmittiert wird, erfolgt maximale Wechsel-
wirkung des einfallenden Lichts bevorzugt mit funktionellen Gruppen, deren Ubergangsdipolmo-
ment eine Komponente in z-Richtung, also senkrecht zur Metalloberflache steht.

3.4 Ellipsometrie

Ellipsometrie ist ein standartmaRiges Routineverfahren zur optischen Schichtdickenbestimmung
diinner Filme, die auf einem glatten und reflektierenden Trager aufgebracht sind. Damit ergibt sich
eine wichtige Einschriankung, dass Filme auf transparenten Substraten (Glass) oder Filme, die sicht-
bares Licht diffus streuen, schlecht oder gar nicht ellipsometrisch gemessenen werden kdnnen.
Dennoch macht der verhaltnismaRig einfache apparative Aufwand (Messung unter Raumbedingun-
gen) bei gleichzeitig hoher Geschwindigkeit und Genauigkeit der Messungen die Ellipsometrie bei
geeigneten Proben zu einer wichtigen Methode. Ferner ist es moglich, Proben nicht nur an Luft,
sondern in Flissigkeiten zu messen, um so beispielsweise Quellverhalten oder die Kinetik von Ad-
sorptionen zu untersuchen.

Das Messprinzip der Ellipsometrie beruht darauf, dass Licht beim Durchgang durch Materie seine
Polarisation dndert. Diese hangt von den optischen Eigenschaften des Materials und von der Weg-
lange ab, den das Licht durch das Material nimmt und ist damit direkt mit der Schichtdicke ver-
knlpft. So einfach das Prinzip zunachst klingt, so komplex ist die hinter der Ellipsometrie stehende
Theorie. 2

Die Bezeichnung Ellipsometrie stammt von einer Maoglichkeit, wie waver
elektromagnetische Wellen polarisiert sein konnen. Licht Idsst sich ’
als elektromagnetische Welle beschrieben, bei der sich der Vektor wave2
des elektrischen Feldes periodisch in den Vektor des magnetischen
Feldes umwandelt. Beide sind orthogonal, um 180° phasenver-
schoben und stehen senkrecht zur Ausbreitungsrichtung. Zur Cha-
rakterisierung von Licht reicht daher die Beschreibung eines der
beiden Vektoren aus. Meistens wird der elektrische Feldvektor (E-
Vektor) verwendet.

Betracht man zwei Lichtwellen, die sich in derselben Richtung
ausbreiten, kénnen die beiden E-Vektoren beziglich Winkel, Phase
und Amplitude beliebig zu einander stehen. Derartiges Licht ist

unpolarisert. Stehen die Vektoren dagegen orthogonal zu einan-
Abb. 40. Polarisationen zweier

orthogonaler Wellen: (a) linear
polarisiert (phasengleich, belie-
den sie als linear polarisiert bezeichnet. Oder sie sind bei identi- bige Amplitude), (b) zirkular
scher Amplitude genau um 90° phasenverschoben und damit zirky- Polarisiert (90° phasenverscho-
ben, gleiche Amplitude) und (c)
elliptisch polarisiert(Phase und
Amplitude  beliebig). [Bild:
siert, wenn es sich durch Materie bewegt. Dazu definiert man eine  www.jawoollam.com/tutorial]

der, sind die Wellenziige polarisiert, genauer elliptisch polarisiert
(Abb. 40). Verlaufen beide Wellen zuséatzlich noch in Phase, wer-

lar polarisiert.
Als nachstes stellt sich die Frage, was mit polarisiertem Licht pas-




3 Charakterisierungsmethoden -38-

Reflexionsebene und beschreibt die Wellen diesbeziiglich mit s (senkrecht) und p (parallel). Ist der
einfallende Lichtstrahl beispielsweise linear polarisiert, besitzt er bei einer Phasendifferenz von 0°
einen Amplitudenanteil Es (senkrecht) und E, (parallel) beziiglich der Reflexionsebene (Abb. 41a).
Nach Reflexion und Durchgang durch die Probe hat sich das Licht bezilglich Amplitude und Phase
verdandert und ist nun elliptisch polarisiert. Fir die Ellipsometrie ist wichtig, wie sich die s- und p
Komponenten von Phase und Amplitude vor und nach der Reflexion jeweils verandert haben:

(GL.19) p =tan(¥) - e

Diese als Fundamentalgleichung der Ellipsometrie bezeichnete Beziehung beschreibt die Veran-
derungen von Phase und Amplitude durch zwei separate GréRen. A bezeichnet dabei die Differenz
der Phasen zwischen einfallendem und reflektiertem Licht und kann alle Werte zwischen 0-360°
annehmen, wahrend tan()=|Rp|/|Rs| das Verhdltnis der Amplituden vor und nach der Reflexion
separiert nach parallelem und senkrechtem Anteil beschreibt. Rp und Rs werden auch totale Refle-
xionskoeffizienten genannt und ergeben sich aus den Fresnelschen Reflexionskoeffizienten.

Das einfachste Modell einer Reflexion ist das an einer einzigen Grenzflache (Abb. 41b). Jedes Ma-
terial hat eine gewisse Transparenz, weshalb einfallendes Licht nur teilweise reflektiert wird und in
das Medium mit dem Brechungsindex n, eindringt. Bezliglich der Reflexion gilt, dass die Amplitu-
den Ep, und E; je nach Einfallswinkel @; unterschiedlich stark reflektiert werden. Mathematisch
wird das durch die Fresnelschen Reflexionskoeffizienten r? und rS beschrieben, die das Verhaltnis
der Amplituden vom reflektiertem zu einfallendem Licht beschreiben:

__npcos(@,)-ny-cos(P;) ¢ nycos(@q)-ny-cos(Py)

" ny-cos(@q)+n,-cos(P,)

(G1.20)

rP =
n,-cos(®,)+n,-cos(®,) ’

In Abb. 41c und d sind die Verldufe der beiden Koeffizienten sowie deren Betragsquadrate exemp-
larisch fiir eine Reflexion von Licht an der Grenzflache Luft (ny=1) und einem transparenten Medi-
um mit dem Brechungsindex n, =2 abgebildet. Der Brechungswinkel @, berechnet sich gemaR dem
Snellschen Gesetz (n; sin®;=n, sin®,) aus dem Einfallswinkel und den Brechungsindizes der bei-

den Medien.
a) Ep p Oberflachen- b) CDF\/
s normale -
Einfallsebene / nl —
o, / ’
Reflexions- B
ebene

c)
B 1,0'————r(p) n,=2 d)1.0“~.‘_\ —“'ggp)) n,=2
< r(s) [ S |
£ L \——R@RE) /|
& 0.5¢ ' !
[ ~ - — - - _ = A
S - S
= 0.0} 305
D \ =
¥ \ )]

\ (1'e
6-05 i ‘\
[ \
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Abb. 41. (2a) Modell der Reflexion von Licht an einer ideal reflektierenden Grenzflache. (b) Reflexion und
Transmission an einer realen Grenzflache. (c) Verhdltnis der Amplituden von reflektiertem und einfallen-
dem Licht und (d) die entsprechenden Intensitdten als Betragsquadrat der Amplitude.
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Die Ellipsometrie beschreibt die Reflexion an einer Grenz- .
flache, welche zusatzlich noch einen dariberliegenden Film - '
tragt (Abb. 42). Damit wird die Reflexion durch die totalen ' /

Reflexionskoeffizienten beschrieben, die die der Summe der

einzelnen Fresnelschen Koeffizienten sind:

+— Q —»

n, o
(GL.21) RP = vy 410 -Exp(=2ip) s _ _Tia+155-Exp(=2if) 2
' 147F +1E - Exp(-2ip) ’ 1475, 4755 Exp(—2if)
mit N, Slohg
Substrat
(Gl. 22) ﬁ = 27'[ . %nz . Cos(q)z)-

Abb. 42. Modell von Reflexion und
In der sogenannten Filmphasendicke f steckt die gesuchte Transmission eines Filmes, der auf

Schichtdicke des Films d. einem Substrat liegt.
Damit gibt sich fiir spektroskopische Ellipsometrie das fol-

gende Vorgehen: Die ellipsometrischen Koeffizienten ¥ und 4 werden bei verschiedenen Wellen-
ldngen experimentell bestimmt (meistens im Bereich zwischen 200—1000 nm). Die Schichtdicke
des Films erhalt man, indem man die Parameter der Totalen Reflexionskoeffizienten aus Glei-
chung 21 mathematisch solange anpasst, bis sie mit dem experimentellen Verlauf bestmoglich
Gbereinstimmen. Dafir ist es allerdings notwendig, den wellenlangenabhangigen Verlauf des Bre-
chungsindex des Films zu kennen. Fiir transparente organische Medien ist dieser Verlauf gut mit
dem Cauchy-Modell beschreibbar:

(Gl 23) n(d) =4 +%+A%

Der apparative Aufbau eines Ellipsometers mit rotierendem Analysator ist in Abb. 43 dargestellt.
Eine Lichtquelle erzeugt zunachst unpolarisiertes, polychromatisches Licht im Wellenlangenbereich
von 200-1000 nm. Es wird durch einen Polarisator gelenkt, um linear polarisiertes Licht zu erzeu-
gen. Optional kann daraus mit einem A/4-Plattchen elliptisch polarisiertes Licht erzeugt werden.
Meist schickt man das linear polarisierte Licht aber direkt auf die Probe. Dort wird es reflektiert,
wobei es seine Polarisation andert und mit einem Analysator und Detektor ausgewertet wird. Bei
dem Analysator handelt es sich um einen rotierenden Polarisationsfilter. Der Detektor besteht aus
einem Gitter, der das Licht abhdngig von der
Wellenldange aufspaltet und auf einem Array von Detektor

Polarisator Rotierender

Photodioden lenkt (44 bei dem verwendeten ey, Analysator

Ellipsometer), das die Intensitdt der Lichtes in A\/4-Plattchen

Abhdngigkeit von der Position des Analysator fir
alle Wellenlangen gleichzeitig auswerten kann.

Anhand der Positionen von Polarisator und Ana-

lysator kann die wellenldngenabhingige Ande-

Abb. 43. Apparativer Aufbau eines Ellipsometer
) ) ] i ' mit rotierendem Analysator. Das A/4-Pldttchen
Basis zur Bestimmung der Dicke des Filmes ist, (Retarder) kann optional in den Strahlengang

den das Licht durchquert hat.”’ geschoben werden.

rung des Polarisationsgrads ermittelt werden, die
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3.5 Elektronenmikroskopie (REM, TEM)

Elektronenmikroskopie ist ein bildgebendes Verfahren bei dem die zu untersuchende Probe mit
Elektronen untersucht wird. Dabei unterscheidet man prinzipiell zwischen einem Transmissions-
elektronmikroskop (TEM) und einem Rasterelektronenmikroskop (REM). Auch wenn der apparative
Aufbau beider Mikroskoptypen ahnlich ist, unterscheiden sie sich in Bezug auf Anwendungsberei-
che und erhaltene Bildinformationen deutlich voneinander.

Der Aufbau eines TEM dhnelt dem eines Durchlichtmikro-  Elekwonenquele, I

Beschleuniger

skops (Abb. 44): Elektronen werden als moéglichst homoge-
ner und paralleler Strahl auf die Probe gelenkt. Beim

. Kondensor 1

Durchgang werden die Elektronen an den Atomkernen des
Kondensor 2
Probe

Elektronenstrahl durchleuchteten Probe entsteht. Damit Objektv WA/ geugungsebenen ——

7iBildebenen

Beugungsbild

Probenmaterials abgelenkt, sodass ein Abbild der von dem

wird auch klar, dass die Proben moglichst diinn und auf Projektiv

einer geeigneten, ebenfalls moglichst diinnen Tra-

Leuchtschirm

germembran aufgebracht sein missen. Da der Kontrast — ccpsensor’ ? ~

beim TEM vornehmlich von der Massenzahl der in der : ;
Abb. 44. Schematischer Aufbau eines

Probe enthaltenen Elemente abhangt, sind Metallpartikel Transmissionselektronenmikroskops.

besonders gut zu untersuchen. So ist es bei Beschleuni-
gungsspannungen von bis zu 400 kV méglich, Auflésungen im sub-A-Bereich zu erhalten. Damit ist
das TEM das bildgebende Verfahren, mit der héchsten Auflésung. Es eignet sich zudem auch zur
Untersuchung biologischer Proben. Allerdings bedarf es dazu einiger Vorarbeiten wie der Fixierung,
Dehydratisierung oder Kontrasterhéhung durch selektive Einlagerung von Schwermetallen.

Im Gegensatz dazu wird beim REM die Probe mit einem moglichst fokussierten Elektronenstrahl
zeilenweise abgetastet und die Intensitdt der von der Probe emittierten Sekundarelektronen mit
einem Detektor bestimmt (daher wird das REM auch als Sekundéarelektronenmikroskop bezeich-
net). Da sich Detektor und Elektronenquelle in selben Halbraum beziglich der Probe befinden,
kann diese eine beliebige Dicke aufweisen. Weil aber ein Primarelektron, welchen in die Probe
eindringt, mehrere Sekundarelektron erzeugen kann, missen die Proben leitfahig sein. Nicht-
leidende Proben kann man durch bedampfen mit Gold oder Graphit zuganglich machen.

Rasterelektronenmikroskope arbeitet mit Elektronenenergien bis ~20 keV, was deutlich geringer
ist als beim TEM. RoutinemaRig wird oft mit Energien
von wenigen keV gearbeitet, was bedeutet, dass die FE
Sekundarelektronen aus einer Tiefe von maximal e

__________ Filtering grid

Beam booster == =] Inlens datector

& M

10 um kommen. Bei Verwendung von Primdrenergien

von <1keV kann die Informationstiefe auf wenige
Nanometer reduziert werden. Daher zeigt das REM

—  Magnetic kens

vor allem die Struktur der Oberflache des Kdrpers. Der Sean cols \J
hohe Oberflaichenkontrast bei niedrigen Primarener- =& mm-Q N m

y 11 ) SE 4
'_ul"'."?:;\ LRI BSE delectar
i = |
Collector grid |
|

Blectrostatic lens

gien, macht das REM zu einem wichtigen Werkzeug in

der Oberflachenanalytik. Das liegt auch daran, dass
beim REM meist mehrerer Detektoren gleichzeitig ““

verwendet werden kénnen. Je nach Position der De- aph. 45. Schematischer Aufbau eines Rast-
tektoren sehen die Bilder der gleichen Probe oft ganz elektronenmikroskops (REM) mit den ver-
verschieden aus, da die Bildinformation aus unter- schiedenen Detektortypen.
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schiedlichen Tiefen der Probe stammt. So befindet sich der InLens-Detektor senkrecht oberhalb der
Probe. Die diesen Detektor erreichenden Sekundarelektronen (Typ SE1) stammen liberwiegend aus
der obersten Schicht der Probe. Dagegen ist der SE2-Detektror im 45°-Winkel zur Probe ange-
bracht. Er detektiert vor allen Sekundéarelektronen vom Typ SE2, die aus tieferen Schichten der
Probe stammen. Zusatzlich ist der SE2-Detektor von einen Gitter umgeben, an das eine (negative)
Spannung angelegt werden kann und arbeitet so als ein Energiefilter. Je negativer die Spannung,
desto energiereicher miissen die SE2 sein, um das Bremspotential (iberwinden zu kénnen und aus
desto tieferen Schichten der Probe stammen sie folglich.

Trotz des einfachen und kompakten Aufbaus gerade im Gegensatz zum TEM, lassen sich beim
REM Auflésungen im Nanometer-Bereich erzielen. Ferner weist das REM im Gegensatz zum TEM
eine deutlich groRere Tiefenscharfe auf und die Proben missen meist nicht aufwandig vorbereitet
werden.

3.6 Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Die Rasterkraftmikroskopie (atomic force microscopy, AFM) gehort zu Klasse der Rastersonden-
mikroskopie. Neben dem AFM gehort hierzu auch das Rastertunnelmikroskop (scanning tunneling
microskope, STM). Bei Rastersondenmikroskopen wird die Oberflache nicht mittels elektromagne-
tischer Wellen, sondern mit einem zeilenweisen Probenkopf untersucht. Beim STM wird als Sonde
ein extrem diinner, metallischer Draht verwendet und dabei der Tunnelstrom zwischen Probe und
Spitze gemessen. Damit ist auch schon eine wichtige Einschrankung fiir STM-Messungen gegeben:
Die Proben miissen leitfahig sein. Dennoch ist STM eine wichtige Methode, neben der Topographie
auch die elektronischen Eigenschaften zu bestimmen.

Um auch nichtleitende Proben wie Polymere oder Keramiken messen zu kénnen, wurde das Ras-
terkraftmikroskop (AFM) entwickelt. Dabei wird die Probe mit einer winzigen Spitze aus Silizium
oder SiN, die auf einer biegsamen Latte, der Messnadel oder Cantilever, angebracht ist, abgetastet.
Dabei erfolgt eine Auslenkung des Cantilevers entsprechend der Topographie der Oberflache.

Der apparative Aufbau eines AFM ist prinzipiell einfach (Abb. 46). Die Probe wird auf einem Pro-
benhalter montiert und durch Piezoelemente in x- und y-Richtung bewegt. Dabei lassen sich Scan-
weiten von 100 um und theoretischen Auflésungen von
unter einem Nanometer erreichen. Die Messnadel mit der Detektor und
Spitze ist an einem dritten Piezoelement montiert, das sich

nur in z-Richtung, also senkrecht zu Probenebene, bewegen

. . . . . . Photodiode
lasst. Die Auslenkung wird mit einem Laser verfolgt, indem
Laser

dieser auf die Messnadel gerichtet ist und von ihrer Ober-
flaiche reflektiert wird. Die Position des Lasers wird dabei

/

mit einer Quadrantenfotodiode gemessen.

L & .
Der haufigste Einsatz von AFMs ist die Untersuchung der oo oo ootee /0 Canierer
Topographie einer Oberflache. Um zu beschreiben, wie sich :
die Spitze bei Anniherung an die Oberfliche der Probe . X¥-Tisch

verhalt, eignet sich eine Kraft-Abstandskurve (force dis-

Abb. 46. Apparativer Aufbau eines

Rasterkraftmikroskops (AFM). Eine
sind die Van-der-Waals-Krafte zwischen Probe und Spitze. feine Spitze wird iber die Oberfliche

tance curve). Ursachlich fiir die Auslenkung der Messnadel

Ist der Abstand groRer als deren Reichweite, wirkt auf die gefahren und die Auslenkung mit ei-

Spitze keine Kraft und das Cantilever ist nicht ausgelenkt. Nem Laserund Photodioden bestimmt.
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Nahert sich die Spitze der Probe an, beginnen ab einer gewis-

Tipisin hard contact
with the surface;

sen Entfernung die anziehenden Krafte zu wirken, die dazu repulsive regime

Tip is far from the
surface; no deflection

fihrt, dass das Cantilever in Richtung der Probe ausgelenkt
wird. Bei weiterer Anndherung, kommen zusatzlich absto-

Force
o

Rende Krafte dazu, die die Messnadel entsprechend von der
Probe abstoRt (Abb. 47).
Fir die Messung gibt es verschiedene Verfahren. Das ein-

™ - Tipis pulled toward the
" surface - attractive regime

Probe Distance from Sample (z distance)

Abb. 47. Kraft-Abstand-Kurve von
AFM-Spitze und Probe.

fachste und éalteste ist der Kontaktmodus (contact mode).
Dabei befindet sich die Spitze wahrend der Messung im Be-

reich abstoRender Krafte und wird von der Probe abgelenkt.
Dabei wird entweder die Position des z-Piezos (constant height) oder die Auslenkung der Spitze
konstant gehalten, indem die Position des z-Piezos entsprechend nachgeregelt wird (constant
deflection). Der Constant-Height-Modus wird heute kaum noch verwendet, da sowohl Spitze als
auch Probe sehr leicht beschadigt werden.

Dennoch ist auch der Kontaktmodus bei konstanter Auslenkung bei vielen Proben problematisch.
Vor allem bei weichen, polymeren Strukturen fuhrt er leicht zu einer Beschadigungen der Probe.
Daher wurde ein ,sanfterer” Kontaktmodus entwickelt, auch Intermittant-Contact oder Tapping-
Mode genannt, bei dem die Spitze im Abstand attraktiver Wechselwirkung gehalten wird. Um
trotzdem in Kontakt mit der Probe zu kommen, wird das Cantilever mit einem weiteren Piezo-
element nahe seiner Eigenfrequenz zum Schwingen angeregt und so nahe an die Oberflache ge-
fihrt, dass die freie Amplitude der Schwingung durch die repulsive Wechselwirkung von Spitze und
Probe leicht gedampft wird. Daher wird die Probe von der Spitze nur an einem Umkehrpunkt der
Schwingung leicht berihrt.

Praktisch wird der Tapping-Mode folgendermalien ausgefiihrt. An den Erreger-Piezo wird eine
Wechselspannung nahe der Eigenfrequenz des Cantilevers (100-1000 kHz, je nach Material) ange-
legt. Der Betrag der Spannung bestimmt die Amplitude des Cantilevers (1-1000 nm). Dann wird die
Spitze so weit der Probe genahert, bis sich die Amplitude auf einen vorher festgelegten Wert ver-
ringert hat. Je kleiner dieser Amplituden-Setpoint ist, desto starker ist der Kontakt zwischen Spitze
und Probe. Diese wird nun in x- und y-Richtung gescannt, wahrend durch permanentes Nachregeln
des z-Piezos die Amplitude konstant gehalten und die Spannung als topographische Héheninforma-
tion ausgegeben wird.

Ein interessantes Nebenprodukt des Tapping-Modes ist die Phaseninformation zwischen Erreger-
Piezo und dem oszillierenden Cantilever. Die Phase wie auch die Amplitude des Cantilevers sind
Uber das Signal der Photodioden zugénglich. Schwingt das Cantilever frei, liegt zwischen Schwinger
und Erreger die fiir den Resonanzfall typische Phasenverschiebung von m/2 vor. Diese dndert sich,
wenn sich sie Spitze der Probe gendhert. Weiterhin kommt es aber auch zu einer Anderung der
Phasenverschiebung, wenn es zu einer materialabhangigen Veranderung der Wechselwirkung von
Probe und Spitze kommt. Beispielsweise unterschiedliche Viskoelastizitdten innerhalb einer Probe
kénnen mit dem Phasenbild erhalten werden. Da es gleichzeitig mit Hohen- und Amplitudenbild in
einem Scanvorgang zuganglich ist, wird es routinemaRig mit gemessen (obwohl die Amplitude
idealerweise konstant gehalten werden soll, kommt es bei plotzlichen Stufen zu einer starkeren
BerlUhrung und zu einen Abfall der Amplitude, da die Elektronik nicht schnell genug reagiert).

Der Non-Contact-Mode dhnelt dem Tapping-Mode. Allerdings wird die Probe von der Spitze wah-
rend der Schwingung nicht berihrt. Stattdessen lben die attraktiven Krafte der Probe eine sehr
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schwache Kraft (~ 1 pN) auf die Spitze aus, was zu einer Verschiebung der Eigenfrequenz und damit
Amplitude fuhrt.

Daneben gibt es weitere Methoden wie Lateral-Force-Microscopy, Magentic Force Microsopy
oder Chemical Force Microscopy.

Es kann festgehalten werden, dass die Rasterkraftmikroskopie oft die einzige die Moglichkeit dar-
stellt, Topographie und Struktur nichtleidender Proben zu untersuchen und die Dicke von Polymer-
schichten zu bestimmen und bietet eine wichtige Alternative, um ellipsometrisch oder rontgen-
spektroskopisch bestimmte Filmdicken zu verifizieren.

Ein Nachteil der Rastersondenmikroskopie ist die lange Messzeit, da die Proben zeilenweise un-
tersucht werden. Typische AFM-Bilder werden mit 256-512 Zeilen abgetastet, was bei einer Ge-
schwindigkeit von 1 Hz Messzeiten von mindestens 4 Minuten pro Bild bedeutet.

3.7 Fluoreszenzmikroskopie (FM)

Die Fluoreszenzmikroskopie ist eine spezielle Form der Auf-
lichtmikroskopie zur Untersuchung fluoreszierender Stoffe. Vor
allen bei der Untersuchung biologischer Proben wird diese Tech-
nik sehr haufig verwendet. So sind fluoreszenzmarkierte Proteine
eine bequeme Moglichkeit, das Adsorptionsverhalten der Biomo-

Fluorescence excitation
Fluorescence emission

lektile auf strukturierten Oberflachen zu untersuchen.

Aufgrund der Stokes-Verschiebung ist die Wellenlange des In- T T T
500 550 600 650 700 750 800

Wavelength (nm)

tensitatsmaximums der Emission eines Fluorophors in der Regel

groRer als die des Absorptionsmaximums (Abb. 48). Sie ist die Abb. 48, Absorptionsspekerum

Grundlage der Fluoreszenzmikroskopie. Das Licht einer poly- (blau) und Emissionsspektrum

chromtischen Quelle wird durch einen optischen Kantenfilter eines Fluoreszenzfarbstoffes
(AlexaFluor648®). Aufgrund der
Stokesverschiebung ist  das
Emissionsspektrum zu gréBeren
gréfer als eine bestimmter Wellenldngen verschoben.

Wert sind, herausfiltert
(Hochpassfilter). Die Kante ist dabei so gewahlt, dass das den
Anregungsfilter Lichtquelle Filter verlassende Licht einen moglichst groBen Bereich des

(Anregungsfilter) gelenkt,

€CD Kamera der alle Wellenldangen, die

Sperrfilter

Strahlen-
teiler

Absorptionsspektrums des Fluorophors abdeckt, ohne dabei
das Licht des Emissionsspektrums zu beinhalten (Abb. 49).
Damit ist klar, dass das Filtersystem des Mikroskops auf den
jeweiligen Fluoreszenzfarbstoff abgestimmt sein muss.
AnschlieBend durchlauft das Licht einen halbdurchlassigen
Spiegel als Strahlenteiler, der es auf die Probe lenkt. Das von

- - dieser reflektierte Licht beinhaltet nun zusatzlich das Fluores-
Abb. 49. Schematischer Aufbau einer i . ) - ) )
Fluoreszenzmikroskops ~ bestehend zenzlicht. Da dieses im dem Wellenlangenbereich liegt, der

aus einem optischen Auflichtmikro- zuvor von dem Anregungsfilter entfernt wurde, kann es nur
skop, in dessen Strahlengang zwei \on der Fluoreszenz herriihren.
Filter und ein Strahlenteiler einge-

bracht sind. Diese Elemente trennen
das Absorptionsspektrum des Fluo- der transmittierte Anteil trifft auf den Sperrfilter. Dieser ist das

Der Lichtstrahl durchlduft nun wieder den Strahlenteiler und

reszenzfarbstoffs von seinem Emis- Gegenstiick zum Anregungsfilter und ist ein Kantenfilter, der
sionsspektrum. alle Wellenlidngen herausfiltert, die kleiner als ein bestimmter
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Wert sind (Tiefpassfilter). Die Kante ist so gewahlt, dass samtliche Wellenldangen herausgefiltert
werden, die der Anregungsfilter durchgelassen hat, ohne aber Emission des Farbstoffs ebenfalls zu
sperren. Daher stammt das Licht, das den Detektor erreicht, nur von dem Fluoreszenzfarbstoff und
nicht aus der Lichtquelle. Auch nicht-fluoreszierende Farbstoffe erscheinen schwarz.

Viele Fluoreszenzmikroskope haben mehrere Filter eingebaut, um verschiedene Fluoreszenzfarb-
stoffe gleichzeitig nachweisen zu kénnen. So ist es beispielsweise moglich, rot fluoreszierendes
Protein A neben griin fluoreszierendem Protein B gleichzeitig und dennoch unabhangig voneinan-
der nachweisen zu kénnen.

3.8 Bulge-Test Methode

Der Bulge-Test ist die wichtigste Methode zur Bestimmung

der mechanischen Eigenschaften freistehender Membranen.
Dabei wird die Membran der Dicke t Uber eine Lochblende

mit runder oder quadratischer Offnung der Dimension a

gespannt und ein Uberdruck p angelegt (Abb. 50). Dadurch

wird die Membran um den Betrag h in Richtung der Nieder- Abb. 50. Experimenteller Aufbau des
druckseite ausgelenkt, bis sich Dehnung (strain) € und me- ,Bulge-Tests“ zu Bestimmung der
mechanischen Eigenschaften freiste-

chanische Spannung (stress) o ausgeglichen haben.
hender Membranen.

Die fiir Membranen charakteristischen mechanischen Gro-
Ben sind in erster Linie das Elastizitdtsmodul E und die Eigenspannung (residual stress) o,. Das E-
Modul ist dabei keine Membranen-eigene Grolle, sondern eine Materialkonstante, die sich am
einfachsten (iber eine Spannungs-Dehnungs-Kurve ergibt (Abb. 51). Wahrend diese bei eindimen-
sionalen Objekten fiir kleine Ausdehnungen eine Gerade mit dem E-Modul als Steigung beschreibt
(o=E-g), ist die Funktion fiir zweidimensionale Membranen komplizierter, da sie noch einen zwei-
ten Beitrag, die Eigenspannung, enthalt. Damit lautet die mechanische Grundgleichung fir Memb-
ranen wie folgt:

(Gl. 24) 0=L£+00.

1-v
Die mechanische Spannung o wird Uber den angelegten Druck p=F/A und die geometeichen Ab-
messungen erhalten. Fiir eine diinne Membran (t<<a), die iiber einer Offnung mit sphdrischer
Symmetrie gespannt ist, lasst sich die Beziehung von Druck
und Spannung durch eine Gleichung beschreiben, die die 4
Auswirkung des Innendruckes p auf die Wande eines sphari- .

schen, dinnwandigen GefdR beschreibt: o=p-R/2t. Fiir den

ﬁj
-

experimentellen Aufbau gemaR Abb.50 und der Annahme
kleiner Auslenkungen (h<<a) kann der Radius R der virtuellen N JE
Kugel durch den Lochdurchmesser a und die Auslenkung h

ausgedriickt werden und die Spannung ergibt sich wie folgt: 0.2% —
o=p-a?/4t-h. Die Dehnung der Membran £=Al/L lasst sich Abb. 51. Idealisierte Spannungs-Deh-
ebenfalls aus den Abmessungen der Auslenkung ausdriicken: nungs-Kurve. Fiir kleine Werte (im

£=2h%*/3a2. Damit kann Gleichung 24 in Form einer quadrati- Bereich 1-2) ist der Verlauf linear, es
gilt das Hookesche Gesetzt und aus
der Steigung kann das E-Modul
erhalten werden.

schen Druck-Auslenkung-Beziehung fiir Membranen (iber
einer sphéarischen Offnung geschrieben werden:
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(Gl 25) Pl=4 g ooty iy b

v ist die Poissonzahl, ein materialabhangiger Parameter, der das
Verhéltnis von Quer- zu Langenkontraktion beschreibt (Abb. 52).
Sie kann als ein Mal} angesehen werden, wie sich das Volumen
bei einer Langenkontraktion andert. Fir v=0.5 bleibt dieses
konstant. Da diese Zahl vom Material der Membran abhdngt, Abb.52. Auswirkung der Langs-

kann sie nur geschitzt werden, was zugleich auch eine Schwie- 2ausdehnung auf die Queraus-
dehnung eines Korpers mit posi-

rigkeit der Bulge-Methode ist. tiver Poissonzahl v

Der Bulge-Test kann nicht nur fiir spharische Membranen ver-
wendet werden, sondern auch fiir solche, die Gber quadratische oder rechteckige Locher gespannt
sind (z. B. SiN-Fenster Membranen). Dazu fiihrt man in Gleichung 25 zwei Parameter C; und C; ein,
die die geometrischen Dimensionen der Membran beschreiben:

(GL 26) P =Gy toy + Gy B
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4 Experimenteller Teil

4.1 Synthesen

4.1.1 4‘-Nitrobiphenyl-4-thiol (NBPT) und 4‘-Cyanobiphenyl-4-thiol (CBPT)

X

OH 0~ “NMe, S$” “NMe,

SH
O NaH, CI{CS)NMe, O 200 °C O KOH O
—_— —_—
O DMF O Schutzgas O MeOH O
R R

R
'R
'R

=0

~a

a: R =NO;

1a NO» 1d: R = NO,
2a:R=CN

R
NO, 1c:R 1d
:R=CN :R=CN

CN 2c

15
]

Abb. 53. Synthese der fiir die Bildung selbstaggregierender Monolagen verwendeten
Adsorbat-Molekiile 4‘-Nitrobiphenyl-4-thiol (NBPT) und 4‘Cyanobiphenyl-4-thiol (CBPT).

Die Synthesen der beiden Adsorbat-Molekiile unterscheiden sich nur geringfiigig, weshalb sie
gemeinsam beschrieben werden. Eine ausfiihrliche Diskussion mit den detaillieren spektroskopi-
schen Daten auch der jeweiligen Intermediate 1b, 2b, 1c und 2c findet sich hier.*

Ein Aquivalent (eq) des jeweiligen Ausgangsstoffs (1a und 2a, beide TCI-Europe) wurde in trocke-
nem N,N-Dimethylformamid (DMF) geldst und im Eisbad auf 0 °C abgekiihlt. Nach Zugabe von
1.5 eq NaH und gleichen Stoffmenge N,N-Dimethylthiocarbamoylchlorid, wurde fir 4 h bei 60 °C
gerihrt und nach dem Abkiihlen auf RT tropfenweise Wasser zugegeben, um Uberschiissiges NaH
zu zerstéren. Die Losung wurde dreimal mit Dichlormethan (DCM) extrahiert, die vereinigten orga-
nischen Phasen mit Wasser und konz. NaCl-Losung gewaschen sowie Uiber MgSO, getrocknet. Das
DCM wurde im Vakuum entfernt und der Rickstand aus einer 1:1-Mischung von Ethyl-
acetat/Ethanol umkristallisiert.

Die Umlagerung des Thiocarbamat 1bund 2b zum Thiolcarbamat 1Ic und 2c erfolgte durch Erhit-
zen unter Schutzgas auf 200 °C fiir 8 Stunden. Das Rohprodukt wurde aus Ethanol umkristallisiert.
Im letzten Schritt wurde das Thiolcarbamat 1c und 2c in einer 10-prozentige Losung von KOH in
entgastem Methanol fir 4 h unter Riickfluss erhitzt. Nach dem Abkiihlen auf RT wurde tropfenwei-
se konz. HCl zugegeben, wobei das Thiol 1d oder 2d ausfiel. Nach dem Filtrieren wurde das Roh-
produkt durch Vakuumsublimation (p<0.1 mbar) bei 80-100 °C gereinigt und man erhielt 1d als
leuchtend-gelben und 2d als weilRen kristallinen Feststoff.

Analysedaten:

NBPT: "H-NMR (300 MHz, CDCls): &(ppm) = 3.56 (bs, 1H, SH), 7.38 (d 2H), 7.50 (d, 2H), 7.70 (d, 2H),
8.30 (d, 2H). ™®C-NMR (75 MHz, CDCls): 8(ppm) = 124.23, 127.58, 127.85, 128.07, 137.73, 137.90,
146.45, 146.72. MS (EI+): m/z(%) = 231.0(100), 197.1(5), 185.0(5). EA: berechnet: C, 62.32 %; H,
3.92 %; N, 6.06 %; S, 13.86 %; gefunden: C, 62.33 %; H, 3.99 %; N, 6.01 %, S, 13.59 %.
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CBPT: "H-NMR (300 MHz, CDCls): 6(ppm) = 3.54 (s, 1H), 7.37 (d, 2H), 7.47 (d, 2H), 7.64 (d, H2), 7.72
(d, 2H). C-NMR (75 MHz, CDCls): 6(ppm) = 110.93, 118.87, 127.35, 127.79, 129.70, 132.27, 132.66,
136.42, 144.77. MS (El+): m/z(%) = 211.0(100), 210.0(61) 177.0(11), 140.1(9). EA: berechnet: C,
73.90 %; H, 4.29 %; N, 6.63 % S, 15.18 %; gefunden: C, 73.73 %; H, 4.35 %; N, 6.61 %, S, 14.82 %.
Schmelzpunkt: 112-113 °C.

4.1.2 Epoxid-terminierte Polyethylenglykole (PEGx-EPX)

|>\/C'

Me’e \/),,\OH —— Me/€°\/9,,\o/\<cl)

NaOH, H,0
[BuyN][CI]
3a:n~7, My =350 g/mol) 3b:n~7
4a: n~ 17, My = 750 g/mol) 4b:n~17
5a: n ~ 45, My = 2000 g/mol) 2b:n~45
6b: n~ 230

6a: n ~ 230, My, = 10000 g/mol)

Abb. 54. Synthese Epoxid-terminierter Polyethylenglykole (PEGX-EPX) mittels Phasen-
transferkatalyse zur Kopplung an oberflichengebundene Aminogruppen.

Epoxid-terminierte Polyethylenglykole wurden unter phasentransferkatalytischen Bedingungen
aus dem entsprechenden Monomethoxy-Polyethylenglykolen und Epichlorhydrin synthetisiert.'*®
Ein Aquivalent (eq) polydisperses Monomethoxy-Polyethylenglykol (mPEGx-OH) 3a-6a mit den
mittleren Molmassen My =350, 750, 2000 oder 10000 g/mol (alle Sigma-Aldrich) wurde in einer
wassrigen, 50 %ige NaOH-Losung bestehend aus 3 eq NaOH, 1.1 eq Epichlorhydrin und 2/100 eq
Tetrabutylammoniumchlorid (BusNCl) gegeben und fir 1 h bei 60 °C kraftig gerlihrt. Anschliefend
wurde Dichlormethan (DCM) zugegeben und die festen Bestandteile abfiltriert. Das Filtrat wurde
im Vakuum eingeengt, um DCM, Wasser und Uberschissiges Epichlorhydrin zu entfernen. Die
Aufarbeitung der Rohprodukte PEG350-EPX 3b und PEG750-EPX 4b erfolgte per Vakuumdestillati-
on, die von PEG2000-EPX 5b und PEG10000-EPX 6b sdulenchromatographisch (Aluminiumoxid,
Laufmittel: 2:1-Mischung Methanol und DCM). Fiir PEG350-Epoxid 3b wurde ein blass-gelbes O, fiir
PEG750-Epoxid 4b ein weilRes Wachs und PEG2000-Expxid 5b und PEG10000-Epoxid 6b ein weiRer
Feststoff erhalten.

Analysedaten exemplarisch fiir PEG350-Epoxid 3b:

"H-NMR (300 MHz, CDCl3): 8(ppm) = 2.56 (dd, 1H), 2.73 (dd, 1H), 3.06-3.12 (m, 1H), 3.34 (s, 3H),
3.40 (dd, 1H), 3.54 (m, 2H), 3.61-3.69 (m, 26H), 3.71 (dd, 1H).

BC-NMR (75 MHz, CDCls): 8(ppm) = 44.36, 50.99, 59.26, 70.22, 70.41-70.44, 70.55, 71.86.
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4.2 Selbstaggregierende Monolagen (SAMs)

4.2.1 Praparation selbstaggregierender Monolagen

Das Standardsubstrat zur SAM-Herstellung bestand aus einem polierten Si(100)-Wafer, auf dem
durch Metallbedampfung (physical vapor deposition, PVD) ein 100 nm Goldfilm aufgebracht war.
Polierte Siliziumoberflachen eignen sich hervorragend als Substrat fiir Metallabscheidungen, da sie
eine extrem niedrige Rauigkeit von unter 1 A haben. Da Gold nur schlecht auf Siliziumdioxid haftet
(Silizium ist unter Raumbedingungen von einer 3-5 nm nativen Oxidschicht bedeckt), wurde zwi-
schen Siliziumwafer und Goldfilm eine 5 nm dicke Schicht aus Titan oder Chrom aufgebracht.

Die Goldsubstrate wurden von ,Georg Albert PVD“ bezogen und zur Reinigung fir 20 Minuten
unter einer Ozon produzierenden Niederdruck-Quecksilberdampflampe (NIQ 40/18, Heraeus Nob-
lelight) gelegt. Nach Abspiilen mit DMF und Ethanol wurden die Wafer mit Stickstoff getrocknet
und umgehend verwendet. Alle benétigten Glasgerate wurden fiir eine Stunde mit Caroscher Saure
(drei Teile konz. Schwefelsdure in einem Teil 30 % Wasserstoffperoxid) gereinigt, mit Millipore®
Wasser abgespilt und im Trockenschrank gelagert. Weiterhin wurde streng darauf geachtet, dass
die Glasschliffe nicht gefettet, sondern mit Teflonhiilsen abgedichtet wurden. Andernfalls konnte
es zu Verunreinigungen der SAMs durch Schlifffett kommen, was sich im XPS-Spektrum als Silizium-
signal wiederspiegelte.

Die Praparation der aromatischen Monolagen (4‘-Nitrobiphenyl-4-thiol, 4’-Cyanobiphenyl-4-thiol
und 4‘-Aminobiphenyl-4-thiol) erfolgte bei Raumtemperatur durch 72-stiindiges Einlegen des Sub-
strats in eine 2 mM Losung des jeweiligen Thiols in entgastem DMF. Wahrend der SAM-Bildung
wurde das Reaktionsgefal® mit Aluminiumfolie abgedunkelt und unter Schutzgas gehalten.

Das DMF hatten den Reinheitsgrad p.A. und wurden vor Gebrauch mindestens einen Tag Uber
Molekularsieb (4 A, entwissert im Vakuum bei ca. 200 °C) getrocknet. Das Entgasen des Losungs-
mittels erfolgte durch 30 minitiges Einleiten von Argon.

4.2.2 Elektronenbestrahlung zur homogenen und strukturierten Bestrahlung
No2 NO, NO,NO, CN CN CN CN

5555~ ::::4

S S

Abb. 55. Homogene Elektronenbestrahlung aromatischer NBPT (a)- und CBPT-SAMs (b): Die Biphenyl-
einheiten werden dabei lateral quervernetzt und die Endgruppen zu Aminogruppen reduziert.

Die Bestrahlung der Monolagen mit Elektronen wurde unter drei Gesichtspunkten durchgefiihrt.
Zunichst war es nétig, die aromatischen SAMs liber eine Fliche von mindestens (1.5x1.5) cm? mit
moglichst homogener Dosis zu bestrahlten. Fiir diesen Zweck wurde eine Elektronenkanone ver-
wendet (Typ FG20, Specs), die eine stufenlose Einstellung der Elektronenenergie von 1 bis 500 eV
erlaubte. Gemal Spezifikation sollte die Elektronenkanone eine homogene und gleichzeitig hohe
Stromdichte Uber eine Fliche von mindestens 4 cm? erlauben. Eine hohe Intensitat war win-
schenswert, um die Belichtungszeiten zu verkiirzen. Die elektronenstrahlinduzierte Quervernet-
zung und Reduktion aromatischer SAMs erfordert hohe Dosen in der Grofenordnung von bis zu
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50000 uC/cm?, was deutlich tber den ~100 uC/cm? 400 _E;50 N 'Prob:anha"ter_
eines Standard-Elektronenstrahlresist wie PMMA mit d=7.10cm (@: 2.5 cm)

liegt.

Zur Kalibrierung der Dosis und Uberpriifung der rdum-
lichen Homogenitdt des Elektronenstrahls wurde der
Probenhalter mit 5 Faraday-Cups versehen und deren
Strom in Abhdngigkeit von der Elektronenergie, dem
Filamentstrom sowie dem Abstand von Elektronen-
kanone und Probe gemessen. Die beste Homogenitat
Uber die gesamte Fliche des Messfeldes wurde bei
einer Elektronenenergie von 50eV, einem Filament-
strom von 6 mA und einem Abstand von 7.1 cm zwi-
schen der Ausgangsblende der Elektronenkanone und

w
o
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\
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(@: 1 mm) _
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Abb. 56. Kalibrierung und Bestimmung der
Homogenitdt des Elektronenstrahls der
Elektronenkanone FG20 durch 5 auf dem
Probenhalter angeordnete Faraday Cups

bei einer Energie von 50 eV und einem

der Probe erhalten (Abb. 56). Die Dosis D konnte aus
Abstand von 7.1 cm zur Probe.

dem Strom [ durch einen Faraday Cup mit einer Flache

der Lochblende A und der Zeit der Bestrahlung t folgendermalien berechnet werden:

D[uC/(em*)] = I [pA]l/A[em?] - t[s].

Die SAMs wurden daher im Abstand von 7.1 cm zur Elektronenkanone auf dem Probenhalter mon-

(GL 27)

tiert und bei einem Druck von p<1078 mbar bestrahlt. GemaR Gleichung 27 und den Werten aus
Abb. 56 ergibt fur eine Dosis von 40 mC/cm? eine Bestrahlungsdauer von 26 Minuten.

Die Elektronenkanone FG20 lasst sich aber nicht nur zur homogenen Bestrahlung, sondern auf zur
Mikrostrukturierung verwenden (Abb. 57). Bei der als ,,Proximity Printing” bezeichneten Technik
wird die Probe mit einem homogenen Elektronenstrahl durch eine Maske bestrahlt. Der Vorteil
dieser Methode liegt in kurzen Bestrahlungszeiten. Allerdings ist die Auflésung durch die Maske
begrenzt. AuRerdem kann die Probe nur mit einer einheitlichen Dosis bestrahlt werden. Dennoch
ist das Proximity-Printing eine schnelle und einfach durchzufiihrende Methode, um grof¥flachig
(mehrere Millimeter) Mikrostrukturen zu erzeugen. Wichtig ist bei der experimentellen Durchfiih-
rung, die Maske elektrisch leitend mit der Masse zu verbinden und sie so flach wie moglich auf der
Probe zu montieren. In dieser Arbeit wurden TEM-Grids vom Typ Quantifoil® verwendet, da diese
sich aufgrund eines steifen Kohlelochfilms sehr flach auf den Proben montieren lieRen und in ver-
schiedensten Mustern mit LochgréBen bis zu 1 um erhaltlich waren. Um die Masken elektrisch mit
dem Probenhalter zu verbinden, wurden sie auf der Probe mit elektrisch leitendem Klebeband
befestigt.

Der Elektronenstrahl-

schreiber (e-beam a)

b) c)

<
S
80
o
Q
o
=
—

writer) war die dritte
Moglichkeit, SAMs mit
Elektronen zu bestrah-
(Abb. 58). Dabei
wurde die Probe zei-

len

Abb. 57. Mikrostrukturierung durch Proximity-Printing: (a) Bestrahlung eines

Ienwellse mit ~ einem NBPT-SAMs (rot) mit einem homogenen Elektronenstrahl durch eine Loch-
fokussierten  Elektro- maske (TEM-Grid); (b) die Form der Maske spiegelt sich in der Struktur ent-
nenstrahl abgefahren, standener, oberflichengebundener Aminogruppen (griin) und (c) daran

was sich in einer zeit- gekoppelter weiterer Molekiile (blau) wie Polymerbiirsten oder PEG wider.
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lich deutlich lange-
ren Bestrahlung
dullerte. So dauer-
te die vollstandige
Belichtung  einer

Flache von

(100x100)um?* bei  Apb. 58. Nanostrukturierung durch Elektronenstrahllithographie: (a) Bestrahlung
einer Dosis von eines NBPT-SAMs (rot) mit einem Elektronenstrahlschreiber (e-beam writer) er-
40mC/cm? mehr Z€Uugt in (b) das gewiinschte Muster oberflichengebundener Aminogruppen
(grun); Kopplung einer weiterer Molekdile (blau) an die Aminogruppen (c).

als 15 Stunden.
Dafiir wurde keine Maske bendétigt und die StrukturgréfRen konnten im Nanometer-Bereich liegen.
Zudem bot die Elektronenstrahllithographie die Moglichkeit, Strukturen mit einem Dosisgradienten
herzustellen, um dosisabhangige Effekte mit einer einzigen Probe untersuchen zu kénnen.

In dieser Arbeit wurde das Rasterelektronenmikroskop (REM) LEO 1530 Gemini (Zeiss) als Elekt-
ronenstrahlscheiber zur lithographischen Strukturierung verwendet. Mit einem externeren Control-
ler (Elphi Quantum, Raith GmbH) konnte der Elektronenstrahl des Mikroskops gesteuert und vor-
her programmierte Strukturen bis auf wenige Nanometer genau positioniert werden. Durch diese
Kombination der beiden Geradte war es moglich, alle Bereich der Elektronenenergien des REMs
(0.5—-20 keV) auch fiir die Lithographie zugédnglich zu machen, um Effekte der Energie der Primar-
elektronen detailliert zu untersuchen. Die Kalibrierung der Dosis erfolgte mit einem Faraday Cup.
Bei Strukturen mit einem Dosisgradienten war eine Eigenheit des lithographischen Systems zu
beachten. Bei der automatischen Einstellung der Bestrahlungsparameter kam es bei kleinen Dosen
zu Uberbelichtungen. Betrug der Umfang zwischen kleinster und gréRter Dosis mehr als eine Gro-
Renordnung, wurden die Bestrahlungsparameter manuell eingestellt.

4.2.3 Praparation PEGylierter selbstaggregierender Monolagen

a) ) Legende

Abb. 59. PEGylierung Amino-terminierter, selbstaggregierender Monolagen: (a) Auftragen des PEG-
Epoxids (PEGx-EPX) per Spincoating, (b) thermische Kopplung des PEG-Epoxids an oberfldchengebun-
dene Aminogruppen des bestrahlten NBPT-Films und (c) Entfernung von tberschiissigem, nicht reagier-
tem PEG-Epoxid durch mehrstiindiges Einlegen in Chloroform oder 30-sekiindige Ultraschallbehandlung.

Die Kopplung Epoxid-terminierter Polyethylenglykole an oberflichengebundene Aminogruppen
erfolgte in drei Schritten. Zunachst wurde eine 1-prozentige Lésung der jeweiligen PEG-Epoxide
(PEG350, PEG750, PEG2k und PEG10k) in Chloroform hergestellt. Mittels Spincoating-Technik wur-
den die PEG-Epoxide auf einen bestrahlten NBPT-SAM gegeben (Abb. 59). Dazu wurde der Wafer
auf den Probenhalter des Rotationsbeschichters (Spin-Coaters) befestigt und 20-100 ul der PEG-
Losung so auf die Probe gegeben, dass sie gerade vollstédndig von der Lésung bedeckt war. Dann
wurde der Spincoating-Prozess gestartet, indem die Probe innerhalb von 5 Sekunden auf eine
Geschwindigkeit von 4000 Umdrehungen pro Minute beschleunigt und fir 45s bei dieser Ge-
schwindigkeit gehalten wurde. Uberschiissige PEG-Epoxid-Losung wurde dabei von der Probe ge-
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schleudert und es blieb ein homogener, ca.
50 nm dicker Film des PEG-Epoxids auf der
Oberflache haften.

Der Kopplungsprozess des PEG-Epoxids an die
oberflachengebundenen Aminogruppen des
bestrahlten NBPT-SAMs erfolgte durch 8-
stiindiges Erhitzen der Proben auf 80°C
(Abb.59b). Da PEG bei erhohter Temperatur
luftempfindlich ist, wurde die Kopplung unter
Schutzgas durchgefiihrt (Abb. 60). Im letzten
Schritt wurde (berschissiges PEG-Epoxid

BUCHI Gia en B-880
- ——

durch 30-sekiindige Ultraschallbehandlung , :
entfernt. Bei den Substraten fiir die Memb- Abb. 60. Thermische, unter Schutzgas durchgefiihrte
Kopplung des PEG-Epoxids an die oberflachengebun-
denen Aminogruppen eines bestrahlten NBPT-SAMs.

ranherstellung, die keinen Haftvermittler

zwischen dem Goldfilm und dem Siliziumwafer
hatten, flhrte die Ultraschallbehandlung zu einer sofortigen Zerstérung des Goldfilms. Daher wur-
den diese Proben zur Entfernung des Uberschiissigen PEG-Epoxids fiir mehrere Stunden in Chloro-
form gelegt und anschlieBend mit Ethanol abgesplilt. Die Bestimmung der PEG-Filmdicke auf den
NBPT-SAMs zeigte, dass beide Methoden gleichermalen erfolgreich waren.

4.2.4 Praparation freistehender Membranen aus PEGylierten SAMs

Abb. 61. Membranpraparation quervernetzter, aromatischer Monolagen: (a) Auftragen eines
polymeren Schutzfilms aus PMMA, (b) Abtrennen des mechanischen Tragers (Supports) von der
Goldschicht, (c) Auflésen des Goldfilms und (d) transferieren des verbleibenden SAM-PMMA Sys-
tems auf einen neuen Support oder eine Gitterstruktur und Auflésen des PMMA-Films mit Aceton.

Schlusselschritt fur die Membranherstellung war die Abtrennung des SAM-tragenden Goldfilms
von dem mechanischen Trager. Standardsubstrate fiir die SAM-Herstellung lieRen sich dafiir nicht
verwenden, da der Goldfilm aufgrund des Haftvermittler-Films aus Titan nicht mehr ohne Zersto-
rung des SAMs vom Siliziumsupport zu trennen war. In der Literatur wurde ein Verfahren beschrie-
ben, bei dem als alternatives Substrat ein 300 nm dicker, epitaxial auf Glimmer als Support aufge-
tragener Goldfilm fir die Membranherstellung quervernetzter, aromatischer SAMs verwendet
wurde.*!

Die SAMs wurden auf diesem Substrat in gleicher Weise prapariert und bestrahlt. Die Trennung
des Goldfilms vom Glimmer erfolgte allerdings unter drastischen Bedingungen. Auf das System
wurde fir 30 Minuten konzentrierter Flusssdaure einwirken gelassen (Abb. 62a), wobei die Gold-
Glimmer-Bindung an den Randern geschwacht wurde und sich der Goldfilm durch schrages Eintau-
chen in Wasser vom Glimmer abziehen lie8 (Abb. 62b).

Zur Membranherstellung sdureempfindlicher, PEGylierter SAMs musste daher ein alternatives
Verfahren entwickelt werden. Wie schon mehrfach erwahnt, wurde bei goldbedampften Silizium-
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wafern ein diinner Film aus Titan verwendet,
um die Haftung des Goldes auf dem Silizi-
umwafer zu verstarken. Ohne den Haftver-
mittler waren die Goldfilme zwar ebenfalls
als Substrat fur die SAM-Herstellung zu
verwenden, besaBen aber nur geringe me-
chanische Stabilitdt, was sich insbesondere

durch eine deutlich verminderte Kratzfestig-
keit duRerte. Entscheidend aber war, dass Abb.62. Trennung des Goldfilms (bedeckt mit dem
SAM und der PMMA-Schicht) vom Trager (Glimmer)
durch Atzen mit Flusssdure (a) und abziehen des Gold-
films (b) gemaf [40].

sich der Goldfilm auch ohne Atzen durch
bloRes Eintauchen in eine Flissigkeit mit
hoher Oberflachenspannung (Wasser) vom
Siliziumsupport abziehen liel (Abb. 63). Beim Eintauchen in organische Losungsmittel wie Ethanol
oder DMF war der Goldfilm dagegen stabil.

Damit ergab sich fiir die Membranpraparation der folgende Herstellungsprozess. Auf die bestrahl-
ten und PEGylierten NBPT-SAMs wurde zundchst per Spincoating (4000 rpm, 45s) ein PMMA
Schutzfilm (PMMA950k als 1-prozentige Lésung in Chlorbenzol, Allresist GmbH) aufgetragen, der
den Goldfilm nach dem Abtrennen vom dem Siliziumtrager stabilisieren sollte (Abb. 61a). Durch

Eintauchen in Wasser wurde der Gold-SAM-
PMMA Film vom Silizium abgezogen
(Abb. 61b, Abb. 63) und auf der Oberflache
einer wassrigen Goldatzlosung schwimmen
gelassen, bis sich der Goldfilm vollstandig
aufgelost hatte und nur der durchsichte
SAM-PMMA-Film zuriick blieb (Abb. 61c).
Milde Oxidationsmittel fir Gold waren eine

X ——

basische KCN-Losung oder eine basische
Thiosulfat-Losung mit einem Fe(ll)/Fe(lll)-
Redox-System. Alterativ wurde auch eine
Lugoldsche Losung verwendet, die zwar die
hochste Atzgeschwindigkeit aufwies, aber
aufgrund von elementarem lod auch das
groRer Oxidationspotential fiir andere Mate-

rialien.

Die verbleibende SAM-PMMA-Membran Abb.63. Abtrennung eines SAM-tragenden Goldsub-
strats vom Siliziumsupport. Wird die Goldschicht ohne
Haftvermittler auf einen polierten Siliziumwafer aufge-
oder einen Gitterstruktur (TEM-Grid) Uber- gampft, lassen sich beide Materialien durch schriges
tragen und das PMMA durch Eintauchen in Eintauchen in Wasser wieder trennen.

Aceton entfernt (Abb. 61d).

wurde dann auf einen alternativen Support
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4.2.5 ATRP-Polymerisation von P-NIPAM auf Amino-terminierten SAMs

Die Herstellung von Polymerbirsten mittels oberflacheninitiierter Polymerisation (SIP) von Typ
einer Atom-Transfer-Radikal-Polymerisation (ATRP) auf Amino-terminierten Oberflachen ist in der
Literatur bereits ausfiihrlich beschrieben, weshalb das Prozedere hier nur kurz besprochen wird. ™’
Zunachst wurde a-Bromisobuttersdurebromid (BIBB) als Initiators an bestrahlte aromatische NBPT-
oder CBPT-SAMs gekoppelt. Fir eine erfolgreiche Reaktion war es notwendig, dass alle Komponen-
ten wasserfrei waren, weshalb das verwendete Dichlormethan (DCM) und das Triethylamin (EtsN)
Uber Kalziumhydrid getrocknet und direkt vor Verwendung in das Reaktionsgefald destilliert wur-
den. Andernfalls konnten Spuren von Wasser in Verbindung mit dem Saurebromid zu einer Zerset-
zung der SAMs und des Goldsubstrats fihren.

In einen ausgeheizten, unter Schutzgas stehenden Schlenkkolben wurden die bestrahlten SAMs in
wasserfreies DCM mit 2 % EtsN gegeben und im Eisbad auf 0 °C gekihlt. AnschlieBend wurde BIBB
tropfenweise und unter Riihren zugegeben, bis eine 10-prozentige Losung des Initiator erhalten
wurde. Die Reaktion erfolgte Giber Nacht und bei Raumtemperatur.

Fiir die Polymerisation wurde der BIBB-aktivierte SAM unter Schutzgas in eine 4:1-Mischung aus
entgastem Wasser und Methanol gegeben, in der als 25-prozentige Losung das Inhibitor-freie
Monomer N-Isopropylacrylamid (NIPAM) geldst war. Als Katalysator wurde 1 Mol% (bezogen auf
die Stoffmenge des verwendeten NIPAMs) eines Cu(l)-Amin Komplexes bestehend aus Cu(l)Br und
N,N,N‘,N‘,N“‘-Pentamethyldiethylentriamin (PMDETA) im Stoffmengenverhaltnis 1:3 verwendet.

Die Polymerbirsten wurden lGber Nacht wachsen gelassen und die Proben im Ultraschallbad ge-
reinigt.

4.2.6 Golditzexperimente

Um die Eignung aromatischer SAMs als negatives Resist-Material in der Elektronenstrahllithogra-
phie zu zeigen, wurden sie lithographisch strukturiert und in eine Entwicklerlésung getaucht. Dabei
handelt es sich um eine Goldatzlésung. Die besten Ergebnisse in Hinblick auf den Kontrast zwischen
bestrahlten und nicht-bestrahlten Arealen wurden mit einer alkalischen Thiosulfat-Losung erzielt,
die aus einer 1M KOH Lésung mit 0.1 M NayS;03, 10 mM KyFe(CN)s und 1 mM KqFe(CN)s

138
d.

bestan Die Geschwindigkeit des Atzprozesses fiir die Goldfilme betrug bei Raumtemperatur

etwa 2-3 nm pro Minute.

4.2.7 Protein-Adsorptionsexperimente

Die Biokompatibilitat PEGylierter SAMs und von PEG-Hydrogel Filmen wurde mittels Adsorptions-
experimenten von Fibrinogen (aus Rinderplasma; Sigma-Aldrich) als Testprotein durchgefiihrt."*
Dazu wurden die Proben fiir 30 min in eine filtrierte (Spritzenfilter mit 0.45 um PorengréRRe), PBS-
gepufferte Loésung getaucht. Anschlieend wurde das gleiche Volumen einer PBS-gepufferten Fibri-
nogenlésung der Proteinkonzentration 2 mg/ml zugegeben. Nach weiteren 30 min wurden die
Proben flir ca. 5 min mit destilliertem Wasser ibergossen, mit Millipore®-Wasser gespiilt und im
Stickstoffstrom getrocknet.

Adsorptionsexperimente mit Fluoreszenz-markiertem Fibrinogen (AlexaFluor®647-Fibrinogen-
conjugat, Invitrogen, Deutschland) erfolgten analog, auRer dass eine Proteinkonzentration von nur

0.25 mg/ml verwendet wurde.
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4.3 Diinne Hydrogel-Filme aus quervernetzten Polyethylenglykolen

4.3.1 Praparation diinner, quervernetzter PEG-Filme

Vo

Substrate Substrate

—

cross-linked PEG layer

Substrate

<~

Abb 64. Schema der Praparation diinner, quervernetzter Polyethylenglykol-Filme: (a) Epoxid- und Amino-
terminiertes STAR-PEG wird mittels Spincoating als diinner Film auf ein flaches Substrat aufgebracht, (b)
die thermische Quervernetzung der PEG-Komponenten erfolgt durch Erhitzen auf 80°C und (c) nicht
reagiertes PEG wird durch Ultraschallbehandlung entfernt.

Die Praparation der Polyethylenglykol-Filme erfolgte durch thermische Kopplung eines Zweikom-
ponentensystems bestehend aus einer Epoxid- und einer Amino-terminierten PEG-Komponente.
Bei beiden Polyethylenglykolen handelte es sich um 4-armiges STAR-PEG mit einer mittleren Mol-
masse von My=2000g/mol (abgekiirzt mit NH,-STAR2k und EPX-STAR2k). Die Substanzen wurden
von der Firma Creative PEGWorks (Winston Salem, USA) bezogen und ohne weitere Aufarbeitung
verwendet. Um die Dicke des PEG-Films zu regulieren, wurden von den beiden PEG-Komponenten
jeweils Losungen in Chloroform mit den Konzentrationen 0.75—30 mg/ml erstellt.

Identische Volumina der beiden Komponenten gleicher Konzentration wurden direkt vor der
Verwendung gemischt und per Spincoating auf ein mit 100 nm Gold bedampftes Siliziumwaferstiick
gegeben (Abb 64). Zu bessern Homogenitat der Filme wurden die Goldwafer vorher unter einer
UV-Lampe gereinigt (siehe Abschnitt 4.2.1), mit Ethanol abgespilt und mit Stickstoff getrocknet.
Die PEG-Lésungen konnten auch auf andere Substrate wie Glas oder Silizium aufgetragen werden.
Daflr waren die STAR-PEGs allerdings in Ethanol oder THF zu I6sen, um homogene Filme zu erhal-
ten. Nach dem Auftragen der PEG-Filme per Spincoating wurden die beiden Komponenten bei
80 °C unter Schutzgas fir 8 h quervernetzt (Abb. 60). Im letzten Schritt wurden die PEG-Filme unter
Wasser fiir 30 s im Ultraschallbad behandelt, um nicht umgesetztes PEG zu entfernen.

PEG-Filme, die fur Herstellung von Membranen vorgesehen waren, wurden auf einem mit Gold
bedampften Siliziumwafer prapariert, der ohne Haftvermittler zwischen Gold und Silizium herge-
stellt war (Georg Albert PVD). Wegen der mechanischen Empfindlichkeit derartiger Goldfilme,
wurden die PEG-Filme statt der Ultraschallreinigung tGiber Nacht in entgastes Wasser oder Chloro-
form gelegt.

4.3.2 Herstellung und Immobilisierung von Gold-Nanopartikeln (AuNPs)

Citrat-stabilisierte Gold-Nanopartikel mit einem durchschnittlichen Durchmesser von 9 nm wur-

139 In einem

den nach etablierten Protokollen durch Reduktion einer Au(lll)-Losung hergestellt.
Becherglas wurden 50 mg HAuCl4-3 H,0 in 150 ml Wasser geldst und zum Sieden erhitzt. Anschlie-
Rend wurden 150 mg Natriumcitrat im 15 ml Wasser gelost und unter kraftigem Rihren zu der
siedenden Losung gegeben, die sich danach dunkelrot verfarbte.

Die Parameter der Lésung konnten unter Annahme einer quantitativen Umsetzung, einer spezifi-
schen Dichte der Nanopartikeln von 19.3 g/cm? und einem mittleren Partikeldurchmesser von 9 nm

berechnet werden. Man erhielt ~30000 Goldatome pro AuNP, was einer Konzentration von ~2-10™
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AuNPs pro ml Losung, bzw. einem Volumenanteil von ~107° entsprach. Daraus ergab sich ein mitt-
lerer Abstand der AuNPs von ~350 nm zu einander.

4.3.3 Ellipsometrische Untersuchung der Quelleigenschaften unbestrahlter PEG-Filme

Zur Bestimmung der Quelleigenschaften der PEG-Filme wurde eine
Methode entwickelt, die es erméglichte, das Anschwellen des Films
kontinuierlich mit einem Ellipsometer zu verfolgen. Kernstiick des
experimentellen Aufbaus war ein 4x4 cm? groRes Peltier-Element
(TEC1-12706, 127 Einzelelemente, Quax= 65 W, Conrad Electronics
SE) auf dem Temperatursensoren (Pt100) mit Warmeleitklebstoff
befestigt waren (Abb. 65). Das Peltier-Element ermdoglichte es ohne
grofden experimentellen Aufwand, die PEG-Filme einem Temperatur-

bereich von 80 °C bis -10 °C auszusetzten. Um eine optimale Wirkung

Abb. 65. Abbildung des ver-
wendeten  Peltier-Elements
(weiR) mit Probe, das sich auf
seite je nach Polung kiihlen oder heizen, wahrend die Temperatur einen Kiihlkérper befindet.

des Peltiers mit den Pt100-Widerstanden bestimmt wurde.

zu erzielen, musste das Peltier-Element auf einem Kihlkérper mon-
tiert werden. Durch Anlegen einer Gleichspannung konnte die Ober-

Fiir die temperaturabhangigen Messungen der ellipsometrischen Filmdicke wurde das Peltier mit
dem Kiihlkorper auf dem Probehalber eines spektralen Ellipsometers (Woollam M44, J.A. Woollam
Co. Inc.) montiert (Abb. 66). Die Software des Ellipsometers (WVASE) ermdoglichte eine kontinuierli-
che, zeitaufgeloste Messung der ellipsometrischen Parameter mit bis zu 2 Messzyklen pro Sekunde.
Auf der anderen Seite wurde der Temperatursensor mit ein Multimeter (Keithley 2000/E) verbun-
den, welches die Widerstandswerte ebenfalls zeitaufgeldst mit einer Rate von einer Messung pro
Sekunde aufzeichnen und per USB-Schnittstelle an einen PC Ubertragen konnte. So war es {iber die
Verkniipfung der Zeitachse beider Messungen moglich, das temperaturabhdngige Verhalten der
ellipsometrischen Parameter zu untersuchen. Nachdem die ellipsometrischen Parameter unter
Annahme eines Cauchy-Modells in Filmdicken des PEG-Films umgerechnet wurden, erhielt man die
gesuchte Temperaturabhangigkeit der Schichtdicke der PEG-Filme.

Wadhrend eines Experimentes wurde die Temperatur gedndert, indem bei Raumtemperatur be-
ginnend die Spannung am Peltier-Element manuell so erhoht wurde, dass diese einer Temperatur-
anderung von ~2 °C/min entsprach. Die Temperaturerniedrigung wurde fortgesetzt, bis sich auf
der Oberflache des PEG-Film ein sicht-
barer Wasserfilm abzusetzen begann.

Dieser Punkt war auch in den ellipso- \ Widerstandsthermometer (Platin)
Lichtstrahlverlauf

Detektor mit Steuer- und Aufnahmecomputer

Lichtquelle

/

metrischen Messwerten deutlich

dadurch erkennbar dass der Wasserfilm
__...--—"Wafer-Probe

zu sehr groBen Fehlern bei der Schicht-
dickenbestimmung flihrte. Dennoch
x Ohm/ °C

konnte die Temperatur je nach Umge-

bungsbedingungen (die Raumtempera- Multimeter zur

Widerstandsmessung Peltierelement

tur lag bei allen Experimenten zwischen
19-21°C und die relative Luftfeuchtig-
keit zwischen 21-24 %) auf bis zu 0.5-
1.0°C gesenkt werden.

Messteller  Spannungs- und Stromsteuereinheit des Peltierelements

Abb. 66. Experimenteller Aufbau zur temperaturabhangigen
Messung der ellipsometrischen Schichtdicken der PEG-Filme.
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4.3.4 AFM-Untersuchung der Quelleigenschaften bestrahlter PEG-Filme

Um die Eigenschaften der PEG- el b
Filme nach der Elektronenbe- RSB AL AFM (

schreiber
strahlung zu untersuchen, wur- u u —
den sie wie in Abschnitt 4.2.2
besprochen lithographisch mit @ Peltier Element

einem  Elektronenstrahlscheiber Abb. 67. Schema der rasterkraftmikroskopischen Bestimmung der
bei einer Elektronenenergie von QUe”eigenSChaften bestrahlter PEG-Filme: nach deren |lthographl-
scher Strukturierung wird die Topographie der Oberfldche tempe-

3keV und mit Dosen zwischen ek
raturabhdngig mit einem AFM untersucht.

0.05-40 mC/cm? strukturiert
(Abb. 67).
Zur Analyse der Quelleigenschaften bestrahlter PEG-Filme wurde die Topographie der lithogra-

phisch hergestellten Strukturen in Abhangigkeit von deren Temperatur mit einem Rasterkraftmik-
roskop (Dimension 3100 AFM mit einem Nanoscope llla Controller) im Tapping-Mode unter atmo-
sphérischen Bedingungen gemessen. Das AFM ermaglichte es bauartbedingt (lateraler xy-Scanner
ist am Cantilever montiert, d.h. Probe wird nicht bewegt), dass das zur Kiihlung verwendete Peltier-
Element direkt auf dem Probenteller aus Metall angebracht werden konnte, der damit die Aufgabe
des Kihlkorper Gibernahm. Zur elektrischen Abschirmung der Proben von dem Peltier wurde eine
diinne, geerdete Aluminiumfolie verwendet. Andernfalls fihrte die Restwelligkeit der Spannungs-
quelle des Peltiers zu deutlichen 50 Hz-Uberlagerungen in den AFM-Bildern.

Die AFM-Messung erfolgte, nachdem die gewiinschte Temperatur eingestellt worden war. Diese
lieR sich wahrend einer Messung manuell ohne Schwierigkeiten bei £0.1°C konstant halten. Die
thermische Kontraktion des Systems bei Abkiihlung von Raumtemperatur auf 0 °C lag bei weniger
als 6 um und damit innerhalb der Reichweite des z-Scanners des AFMs.

4.3.5 Bestimmung der mechanischen Eigenschaften freistehender Membranen

Die mechanischen Eigenschaften der PEG-Membranen wurden mit der Bulge-Test Methode be-
stimmt. Dazu wurden die Membranen auf eine runde Lochblende aus Kupfer gespannt (Single Hole
TEM-Grid, Plano GmbH), die einen Durchmesser von 3.05 mm, eine Dicke von 30 um und einem
Lochdurchmesser von 300 um hatte (Abb. 68b). Die mit dem PEG-Film bedeckte Lochblende wurde
dann mit einem sehr diinnen, doppelseitigen Klebeband (Tesa 4973, Beiersdorf AG) auf einen me-
tallischen Hohlzylinder fixiert und in senkrechter Position in den Lichtweg eines optischen Mikro-
skops positioniert. Die gegenliberliegende Seite des Zylinders war lber einen Kunststoffschlauch
mit einem Druckkolben verbunden, der aus zwei parallel geschalteten Kunststoffspritzen mit
Gummistempeln bestand (Abb. 68). Eine 1 ml Spritze diente zur sukzessiven Erhéhung des Druckes
durch Volumenverringerung und wurde fir den eigentlichen Messvorgang verwendet, wahrend
eine 20 ml Spritze zur dazu diente, die GroRRe des Druckraums und damit die Sensitivitat der Druck-
anderung auf die Volumeninderung der 1 ml Spritze zu justieren. So konnte ein variabler Uber-
druck angelegt werden, der mit einem Differenzdrucksensor (MPX2010, Motorola) gemessen wur-
de. Dieser war fir Differenzdriicke bis zu 15 kPa ausgelegt und gab bei einer Betriebsspannung von
5.00V als Ausgangssignal eine ratiometrische, lineare Gleichspannung von 2.5 mV/kPa aus. Die
Auslenkung der Membran im Mikrometer-Bereich konnte mit dem OkularmaRstab eines Lichtmik-
roskops bestimmt werden.

Fir eine Messreihe wurde die PEG-Membran entsprechend montiert und das Volumen des
Druckraums sukzessive in 0.5 ml-Schritten erniedrigt, wahrend die Auslenkung der Membran und
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die Spannung am Drucksensors notiert a)Differenzdruck- PEG- Licht-
wurde. Vor einer Messreihe wurde das messer Membran mikroskop

System auf Dichtigkeit tberprift, indem ein
entsprechend groBer Uberdruck angelegt
wurde, sodass das Verhaltnis vom Durch-
messer der Lochblende zur Auslenkung der
Membran etwa % betrug. Lag der am Druck-
sensor gemessene Spannungsabfall nach 30
Minuten bei weniger als 10 % des Wertes
zum Zeitpunkt Null, wurde das System als
dicht sowie die Membran als fehlerfrei
betrachtet und die eigentliche Messung
konnte durchgefihrt werden.

Die Wertepaare von Druck und Auslen-
kung wurden grafisch gegeneinander aufge-
tragen. Durch Anpassung an Gleichung 25
konnten Elastizitatsmodul und Eigenspan-
nung bestimmt werden. Als Dicke der
Membran wurden die vor dem Abheben
gemessenen ellipsometrischen Filmdicken
und als Poissonzahl wurde ein Wert von
0.25 verwendet.

\mgq& ¢

Druckkolben

F

Abb. 68. (a) Schematischer Aufbau der Apparatur zu
Bestimmung der mechanischer Eigenschaften freiste-
hender Membranen nach der Bulge-Test Methode; (b)
Lichtmikroskopie-Bild der PEG-Membran auf einer
300 um Lochblende und (c) Wélbung der Membran
durch einen angelegten Uberdruck (Balken =100 um).
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4.4 Spektroskopische Messungen

4.4.1 XPS

Die XPS-Messungen wurden mit einem MAX200 Spektrometer (Leybold-Heraeus) unter UHV-
Bedingungen bei einem Druck unter 1078 mbar durchgefiihrt. Das Material der Rontgenanode
bestand aus Magnesium, dessen charakteristische Ka-Linie bei einer Energie von 1253.6 eV und
einer Halbwertbreite von 0.7 eV ohne Monochromator verwendet wurde. Die Nominalleistung der
Anode betrug 220 W (13 kV Beschleunigungsspannung bei 15 mA Emissionsstrom). Die Spektren
wurden bei konstanter Durchgangsenergie (Epass) des hemisphérischen Energieanalysators im CAE-
Modus gemessen. Die Durchgangsenergie lag bei den Detailspektren bei 48 eV, die Schrittweite
0.2 eV. Die Anzahl der Scans pro Spektrum sowie die Messzeit pro Energieintervall (dwell time)
wurde der Intensitat des zu messenden Signals angepasst. Die aufgenommenen Spektren wurden
durch eine spektrometerspezifische Transmissionsfunktion dividiert, um die energieabhangige
Empfindlichkeit des Linsensystems, des Analysators und des Detektors auszugleichen. Bei Proben,

die auf einem Goldsubstrat prapariert waren, wurde die Energieskala auf 84.0 eV normiert.'*

11 7ur Bestimmung der
142-14
*und

die Signale des Spektrums selbstkonsistent an eine symmetrische Voigt-Funktion mit einer variab-

Die Bearbeitung der Spektren erfolgte mit dem Programm XPS Peak 4.1.
Signale wurde eine Untergrundkorrektur nach SHIRLEY vorgenommen (Shirley Background)

len GauR-Lorentz-Produktfunktion angepasst. Flr das Au 4f-Signals wurde eine Duplettaufspaltung
von 3.65 eV und fiir das S 2p Signal eine Aufspaltung von 1.2 eV verwendet.'**

Die Bestimmung der zur Berechnung der Schichtdicken bendtigten Abschwachungslangen erfolg-
te anhand der Messung der Goldsignale (Au 4f, Au 4d und Au 4p) von Alkanthiol-SAMs verschiede-
ner Kettenldnge (C12, C14, C16 und C18). Fiir die Schichtdicken der SAMs wurden 1.1 A fiir jede
CH,/CHs-Einheit und 1.3 A fur die Au-S-Bindung angenommen. Die Intensitaten der vier Alkanthiole
pro Goldsignal wurden aufgetragen und aus der Steigung der Geraden konnte gemal Gleichung 28
die Abschwachungsldange fir die kinetische Energie der jeweiligen Emission bestimmt werden. Die
drei erhaltene Abschwachungslangen fiir die Energie der Au 4f, Au 4d und Au 4p-Emssionen lieSen

sich die folgende Potenzfunktion anpassen:
(GL.28) AEri)[A] = 0.017 - Eyi[eV]+0378
Die nach Gleichung 28 berechneten Abschwachungslangen ausgewahlter Emissionen sind in Tabel-

le 1 zusammengefasst.

Orbital Au4f C1ls N1s O1ls S2p Fls

BE(eV) |84 284 400 532 162 685
A(d) |261 214 187 159 242 123

Tabelle 1. Abschwédchungsldngen ausgewahlter Emissionen bei
Verwendung einer Magnesiumanode gemal Gleichung 28.
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4.4.2 UV-VIS-Messungen

Die UV-VIS-Messungen der mit Gold-Nanopartikeln besetzten PEG-Filme wurden mit einem selbst
gebauten Spektrometer unter einem Winkel von 0° bezliglich der Oberflachennormalen durchge-
fihrt. Als Lichtquelle diente eine Deuterium-Wolfram- Halogenlampe, die Messungen in einem
spektralen Bereich von 190-2000 nm erlaubte (DH-2000-BAL, Micropack GmbH). Das Licht wurde
durch ein Glasfaserkabel auf die Probe geleitet und das reflektierte Licht durch einen weiteren
Lichtleiter in ein Gitterspektrometer (HR2000, Ocean Optics GmbH) gefihrt.

Von allen Spektren wurde das Dunkelspektrum abgezogen. Als Referenzspektren dienten die ent-
sprechenden PEG-Filme ohne AuNPs. Zur Untersuchung der Temperaturabhangigkeit der Spektren
wurden die AUNP-PEG-Filme jeweils mit und ohne Kiihlung durch einem Peltier-Element gemessen.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Das Ergebnis dieser Arbeit lasst sich in drei Bereiche unterteilen. Abschnitt 5.1 untersucht im De-
tail das Verhalten Amino-terminierter Biphenylthiol Monolagen bei mit Bestrahlung niederenerge-
tischer Elektronen und zeigt am Beispiel von 4-Cyanobiphenyl-4-thiol (CBPT) SAMs, wie sich eine
Anderung der fiir die Bestrahlung verwendeten Elektronenenergie auf die Effektivitit der Querver-
netzung und die Bildung von Aminogruppen auswirkt. Ferner wird diskutiert, in wie weit oberfla-
chengebundene Aminogruppen bestrahlter 4‘-Nitrobiphenyl-4-thiol (NBPT) Monolagen fiir die
Kopplung weiterer Molekiile tGberhaupt verfiigbar sind. Als Referenzsystem wird ein 4‘-Amino-
biphenyl-4-thiol (ABPT) SAM verwendet, der erstmals sauer hergestellt werden konnte und schon
im unbestrahlten Zustand eine grofle Anzahl oberflachengebundener Aminogruppen besitzt.

Abschnitt 5.2 widmet sich der Praparation und eingehenden Charakterisierung freistehender, bio-
kompatibler Nanomembranen basierend auf Amino-terminierten und quervernetzten Biphenylthi-
ol-SAMs. Es wird gezeigt, dass es moglich ist, entsprechend funktionalisierte Polyethylenglykole
(PEGs) so an die Aminogruppen bestrahlter NBPT-Monolagen zu koppeln, dass die Filme bei einer
Gesamtdicke von weniger als 5 nm proteinabweisende Eigenschaften aufweisen. Zudem konnten
die Filme von ihrem Trager abgehoben und freistehend auf eine Gitterstruktur tbertragen werden,
ohne dabei ihre proteinabweisende Eigenschaft zu verlieren. Solche biokompatiblen Membranen
stellen einen vielversprechenden Ansatz zur Herstellung eines Tragerfilms zur Untersuchungen
biologischer Objekte (z.B. Proteine) in der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) dar.

Die letzten Abschnitte 5.3-5.6 behandeln schlieflich eine neuartige Methode, mechanisch stabile
Nanomembranen herzustellen, die ausschlieBlich aus Polyethylenglykol bestehen. Diese sind im
Gegensatz zu SAM-basierenden PEG-Membranen beidseitig biokompatibel und lassen sich in belie-
biger Dicke ab etwa 20 nm freistehend herstellen. Die Praparation der Membranen verlauft tGber
einen quervernetzten, 5-200 nm dicken Film aus Polyethylenglykol, der fir sich schon bemerkens-
werte Eigenschaften aufweist. Er ist beispielsweise in der Lage, Nanopartikel aus wassriger Losung
nahezu irreversibel zu immobilisieren. Mit Hilfe lithographischer Techniken lasst sich die Deposition
lokal steuern und so Muster von Nanopartikeln erzeugen, die in einer biokompatiblen PEG-Matrix
eingebettet sind. Zudem wird gezeigt, wie die PEG-Filme auf Elektronenbestrahlung im Ultrahoch-
vakuum (UHV) reagieren und sich dabei strukturell so umwandelt, dass sie beispielsweise keine
Quelleigenschaften mehr zeigen.

5.1 Elektronenstrahlinduzierte Effekte Amino-terminierter, aromatischer SAMs

Aromatische Bi- und Terphenylthiol-Monolagen haben die wichtige Eigenschaft, dass sie bei Be-
strahlung mit Elektronen im Ultrahochvakuum (UHV)
lateral quervernetzen und dann eine so hohe mechani-
sche und thermische Stabilitdt aufweisen, dass sie auch R SH
ohne Substrat existieren®® oder Temperaturen von iiber
1000 °C standhalten konnen.> R=NO; : 4"-Nitrobiphenyl-4-thiol (NBPT)
Tragen die Biphenylthiol-SAMs zusatzlich eine termina- R=CN : 4'-Cyanobiphenyl-4-thiol (CBPT)

le Nitro- oder Nitrilgruppe (d.h. eine oxidierte Form der R=NH : 4'-Aminobiphenyl-4-thiol (ABPT)

Aminogruppe), konnte gezeigt werden, dass der bei der  Abb. 69. Ubersicht der in dieser Arbeit

Bestrahlung freiwerdende Wasserstoff diese beiden verwendeten Adsorbat-Molekile zur

Gruppen zu einer Aminogruppen reduziert, an die dann Praparation aromatischer SAMs.
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in einem Folgeschritt weitere Molekiile gebunden werden kénnen.? *°

Flr hohe Kopplungsdichten
sind detaillierte Kenntnisse (iber den Zusammenhang von Oberflachendichte der entstehenden
Aminogruppen und Bestrahlungsdosis notwendig. In Abschnitt 5.1.2 wird daher beschrieben, wel-
che Rolle die Energie der Primarelektronen auf die Entstehung der Aminogruppen spielt. Ein ent-
sprechender Energieeffekt bezliglich des Grades der Quervernetzung, wird in Abschnitt 5.1.3 unter-
sucht.

Im Abschnitt 5.1.4 werden erstmalig 4‘-Aminobiphenyl-4-thiol-Monolagen und ihre Reaktion auf
Elektronenbestrahlung untersucht, wahrend im Abschnitt 5.1.5 schlieRlich der Frage nachgegan-
gen wird, ob samtliche durch Elektronenbestrahlung von NBPT- und CBPT-SAMs gebildeten, ober-
flachengebundenen Aminogruppen gleichermaRen fiir die Kopplung weitere Molekiile erreichbar
sind. Als Referenzsystem wird dabei das Verhalten von ABPT-SAMs bei Elektronenbestrahlung in
Bezug auf Kopplung reaktiver Anhydride untersucht, da diese SAMs schon im unbestrahlten Zu-
stand Aminogruppen ihrer der Oberflache tragen.

5.1.1 CBPT-SAMs als Templat fiir die chemische Elektronstrahllithographie

a) Dosis o b) 0 C) Hohe

Br iPr‘N,U\?

Br Br Br Br H
BIBB NIPAM
v O -
Cu(l)Br

CN CNCN CN CNCNCN CNCN NH NH NHCNCN

Abb. 70. 4‘-Cyanobiphenyl-4-thiol (CBPT) SAMs als Templat in der chemische Nanolithographie: (a) Direk-
te Aktivierung und Strukturierung der Oberfliche durch Elektronenbestrahlung; (b) Kopplung eines
Polymerisationsinitiators (Bromisobuttersdurebromid, BIBB) und (c) Prdparation von Polymerbiirsten aus
Poly-N-Isopropylacrylamid (P-NIPAM) durch oberflécheninitiierte Polymerisation (SIP). Die Schichtdicke
des Polymers in (c) ist dann ein MaR fir die Dichte oberfldchengebundener Aminogruppen in (a).

Als Templat fir die chemische Elektronenstrahllithographie (EBCL) eignen sich bisher nur wenige
SAM-Systeme. Diese miissen dahingehend strukturierbar sein, dass sie gegenilber einer zu kop-
pelnden Spezies definierte Bereiche hoher Reaktivitdt aufweisen, die von einer Matrix ohne dies-
beziigliche Reaktivitdt umgeben sind. Solche Strukturen abgestufter Reaktivitdt konnen auf SAMs
beispielsweise lithographisch durch elektronenstrahlinduzierte Austauschreaktion erzeugen wer-
den (irradiation-promoted exhange reaction, IPER).?! Andererseits lassen sich solche Muster auch
durch direkte Elektronenbestrahlung erzeugen. So konnte gezeigt werden, dass sich die Reaktivitat
(Nukleophilie) oberflachengebundener Aminogruppen von aliphatischen 11-Aminoundecanthiol-
SAMs (HS-CiH2,-NH,, AUDT-SAMs) nach Elektronenbestrahlung mit einer Dosis von etwa 1 mC/cm?
deutlich steigern lieR.?

Weitaus wichtiger als Templat fiir eine direkte elektronstrahlinduzierte Aktivierung sind Nitro-
biphenylthiol-SAMs (NBPT-SAMs), da die Nitrogruppen des unbestrahlten SAMs keinerlei Reaktivi-
tat gegenliber potentiellen elektrophilen Reagenzien aufweisen. Erst unter dem Einfluss der Elekt-
ronenbestrahlung wird die Oberflache durch Reduktion chemisch aktiviert und fiir die Kopplung
elektrophiler Komponenten zuganglich gemacht. Zudem kann die Dichte der Aminogruppen und
damit die Aktivitat der Oberflache als Funktion der die Bestrahlungsdosis gesteuert werden und so
Strukturen mit einen chemischen Gradienten erzeugt werden (Abb. 70a).
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Im Rahmen einer frilheren Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass auch 4‘-Cyanobiphenyl-4-
thiol-SAMs (CBPT-SAMs) bei Bestrahlung mit Elektronen der Energie 50 eV quervernetzen und die
Nitrilgruppe dabei zu einer Aminogruppe reduziert wird.*® Es ware in diesem Zusammenhang inte-
ressant, CBPT-SAMs auch beziglich ihrer Eignung als Templat fir die chemische Elektronenstrahl-
lithographie zu untersuchen und mit den entsprechenden Ergebnissen fiir das etablierte NBPT-
System zu vergleichen.

Die Dichte oberflachengebundener Aminogruppen kann experimentell Gber die Bildung von Po-
lymerbirsten mittels oberflacheninitiierter Polymerisation (surface initiated polymerization, SIP)
bestimmt werden. Dazu wird zundchst ein fir die verwendete Polymerisationsmethode spezifi-
scher Aktivator an die Aminogruppen der zu untersuchenden Oberflaiche gekoppelt (Abb. 70b).
Dessen Oberflachendichte ist von der Dichte oberflaichengebundener Aminogruppen abhangig und
wirkt sich direkt auf Hohe der Polymerbiirsten aus (Abb. 70c).

Die hier untersuchten Polymerisationen werden mittels Atom-Transfer-Radikal-Polymerisation
(ATRP) durchgefiihrt. Standardaktivator fiir diesen Polymerisationstyp ist ein Derivat der Isobutter-
saure, das ein Bromatom am oa-Kohlenstoff tragt. Er ldsst sich am einfachsten lber das entspre-
chende Saurebromid als Bromisobuttersaurebromid (BIBB) an die Aminogruppen binden. Als Mo-
nomer wird N-lsopropylacrylamid (NIPAM) verwendet, da sich Polymerbirsten aus Poly-NIPAM
nach Zugabe eines Cu(l)-Katalysators kontrolliert und mit geringer Polydispersitat herstellen lassen.
Deren Hohe ist rasterkraftmikroskopisch zu bestimmen und stellt ein direktes MaR fiir die Dichte
oberflachengebundener Aminogruppen dar. Abhangigkeiten der H6he der Polymerbiirsten von der
Bestrahlungsdosis sind bisher nur fur NBPT-SAMs untersucht worden.”’

In Abb. 71 sind die entsprechenden AFM-Bilder von NIPAM-Polymerbirsten auf CBPT-SAMs und —
zum direkten Vergleich — auf NBPT-SAMs mit den zugehérigen Hohenprofilen bei einer Elektronen-
energie von 3 keV und logarithmisch ansteigender Dosis zwischen 0-100 mC/cm? dargestellt. Auf
den ersten Blick verhalten sich beide Systeme sehr dhnlich. Ab einer Mindestdosis von 5 mC/cm?
ist die Dichte der oberflaichengebundenen Aminogruppen hoch genug und die Polymerbiirsten
beginnen zu wachsen. Sie erreichen schlieRlich bei einer Dosis
von 30-40 mC/cm? ihre maximale Héhe von 50-60 nm. Wird die
Dosis weiter erhoht, sinkt die Hohe wieder, da jetzt mehr NH,-
Gruppen durch strahlungsinduzierte Schaden verloren gehen als

durch Reduktion neu hinzukommen. Unterschiede zwischen
NBPT und CBPT-SAMs ergeben sich zum einen aus einer gerin-
geren maximalen Hohe der Polymerbirsten bei CBPT-SAMs. Ofp——CBPT M% .
Wahrend diese flir NBPT-SAMs bei 65 nm liegt, lassen sich fir Om m.
CBPT-SAMs nur H6hen bis 53 nm erzielen. Das steht im Einklang (0] e - - ]
mit XPS-spektroskopischen Untersuchen von CBPT- und NBPT- 0 10 20 30 40
SAMs. Fir CBPT-SAMs ergibt sich nach der Bestrahlung mit Profil (um)

40 mC/cm? eine um etwa 20 % niedrigere Intensitat des N 1s-

90F [ INBPT 3.0 keV]

Hoéhe (nm) CBPTNBPT
w O

Abb. 71.  Rasterkraftmikroskopie
(AFM) Bilder mit den entspre-
chenden  Hohenprofilen  von
Dosis bestrahlt wurden (Abb. 72). Die héhere Empfindlichkeit ~p-NIPAM-Polymerbiirsten auf
der NH,-Gruppen von CBPT-SAMs fiir strahlungsinduzierte NBPT- und CBPT-SAMs, die bei
einer Elektronenenergie von 3 keV
mit logarithmisch ansteigender
Dosis  zwischen  0-100 C/cm?
ist eine CH,NH,-Gruppe, wahrend eine Nitrogruppe nur zu einer  (Zahlenwerte in den AFM-Bildern)

NH,-Gruppe reduziert wird. Die zusitzliche (C-C)-o0-Bindung bestrahlt wurden.

Signals der Aminogruppe als bei NBPT-SAMs, die mit derselben

Schaden spiegelt das unterschiedliche Resultat der Reduktion
beider Gruppe wieder. Das Produkt der Reduktion eines Nitrils
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fihrt wie bei der Bestrahlung von

) a) CBPT -®-XPS b) NBPT

Alkyl-SAMs zu der erhéhten Wahr- ?5100-?\ TyoNexars Y TR g NoTotal]
scheinlichkeit eines strahlungsindu- -‘q;,: 80} “i\?‘-\_i_ i \_—,\ i"“f-—--i___i-
zierten Verlusts der aliphatischen € 45| T3 BrhsSeiet ) i \i\ EﬂHﬁ_
Endgruppe bei CBPT-SAMs. L a0l \\\i T | \/\5," |
Andererseits scheint der annahernd < ’,,:"15_\ i\\

gleichlaufende  Hohenanstieg  der E 20p /,/” CNT{ E,@ i‘uop'
Polymerbiirsten beider SAMs im 2 NS B
Bereich zwischen 5-20mC/cm? den 0 D;gis (%20/03%2) 40 0 D;gis (?C/c?rgz) 40

N 1s XPS-Ergebnissen in Abb. 72 zu-

nichst zu widersprechen, da auch in Abb. 72. Dosisabhdngigkeit der XPS N 1s-Signalintensitdaten von

(a) CBPT- und (b) NBPT-SAMs wahrend der Bestrahlung mit
diesem Dosisbereich die relative XPS- 54 ev Elektronen unter UHV-Bedingungen (bei CBPT wurden
Intensitdt des NH>-Signals von CBPT die CN-Intensitdten per NEXAFS und der Gesamtstickstoffge-
unter der von NBPT liegt. Der Wider- halt per XPS bestimmt, wahrend der NH,-Verlauf aus der
Differenz beider Werte berechnet wurde).

spruch 10st sich allerdings auf, wenn
man annimmt, dass die CH,NH,-Gruppen von CBPT-SAMs sterisch leichter zuganglich bzw. reaktiver
sind als die NH,-Gruppen der NBPT-Monolagen und daher die geringere Dichte der Aminogruppen
kompensieren.

Auch wenn die maximal erreichbare Oberflachendichte bei CBPT-SAMs unter von NBPT-SAMs
liegt, konnte gezeigt werden, dass sich CBPT-SAMs als Templat fiir EBCL eignen. Die Dichte oberfla-
chengebundener Aminogruppen durch Elektronenbestrahlung ist hoch genug, um weitere Spezies
in signifikanten Mengen koppeln zu kénnen, ohne dass diese sich an nicht-bestrahlten Arealen
binden konnten. Ferner bieten auch CBPT-SAMs durch kontinuierliche Veranderung der Bestrah-
lungsdosis die Moglichkeit, einen Gradienten bezliglich der chemischen Reaktivitat auf ihrer Ober-
flache zu erzeugen. Dieses ist insofern wichtig, da CBPT-SAMs somit die einzige Alternative flr die
bisher ausschlieRlich zu diesem Zweck verwendeten NBPT-SAMs bieten.

5.1.2 Einfluss der Elektronenenergie auf die Effizienz der chemischen Lithographie

a)  Eiektronen- o Br b) ] ,ﬁ\¢ c) Hohe
energie iPry
¢ Bf)j)( Br Br Br N
BIBB NIPAM
i °°3x o Cu(l)Br
CN CNCN CN CNCNCN CNCN NH NH NHCNCN

Abb. 73. Einfluss der Energie des primdren Elektronenstrahls auf die Dichte der durch Reduktion gebilde-
ten, oberflachengebundenen Aminogruppen: (a) Aktivierung der Oberfldche durch Elektronenbestrah-
lung, (b) Kopplung eines geeigneten Aktivators und (c) Polymerisation, um die Dichte der Aminogruppen
in (@) und damit die Effizienz der Reduktion anhand der Hohe der Polymerbiirsten in (c) zu bestimmen.

CBPT-SAMs eignen sich wie im letzten Abschnitt gezeigt als Templat fir die chemische Elektro-
nenstrahllithographie (EBCL). Bei Verwendung eines Elektronenstrahlschreibers dient als Elektro-
nenquelle ein bis auf wenige Nanometer gebiindelter Elektronenstrahl. Da dessen Fokussierbarkeit
mit abnehmender Energie geringer wird, arbeiten Elektronenstrahlschreiber mindestens bei Ener-
gien im unteren keV-Bereich. Elektronenkanonen zur groRflachigen Bestrahlung (flood gun) ver-
wenden dagegen deutlich geringere Elektronenenergien von 10-500 eV, da es hier nicht auf Fokus-
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sierbarkeit, sondern auf eine moglichst

groRflachige (im cm-Bereich) und

raumliche homogene Elektronenvertei- 50

—_

lung ankommt. Die Verwendung hdhe- 5100 PMMA

rer Energien bei Elektronenstrahl- @ Gold
@ .
schreibern ist aber noch aus einem =150 | PE - A | PE
i i ScE ScE
weiteren Grund von Bedeutung. Die 200l keV@ 10m  peg| | skev@tnm  bed
Elektronenstrahllithographie wird 400 50 0 50 100 -200 -100 O 100 200
haufig zur Strukturierung von Photo- Profil (nm) Profil (nm)

lacken (so genannten e-beam resists) Abb.74. Monte-Carlo Simulation der Trajektorien eines 1 nm
verwendet. Das sind organische Poly- Elektronenstrahls, der mit einer Energie von 1keV (a) bzw.
5keV (b) in einen 100 nm dicken, auf einem Goldsubstrat
befindlichen PMMA-Film eindringt. Erst ab einer Energie von
Substrat aufgetragen werden und 5keV durchdringt der Strahl das Material vollstindig. Die
Schichtdicken zwischen 50-1000nm Elektronen auf den roten Trajektorien (BSE, backscattered
electron) verlassen die Probe wieder, wahrend die ScE (scat-
tered electron) im Material verbleiben.

mere, die per Spincoating auf das

haben. Je nach Struktur des Polymers
kann die Loslichkeit des Resist nach

Elektronenbestrahlung entweder zunehmen (Positivlack) oder abnehmen (Negativlack). Damit der
Elektronenstrahl tief genug in eine z.B. 100 nm dicke Polymerschicht eindringen kann, muss seine
Energie mindestens im Bereich einiger keV liegen (Abb. 74). Elektronenstrahlen mit einer Energie
E < 1keV sind daher bei normalen, polymeren Resistmaterialien nicht zu verwenden, da sie nicht
tief genug eindringen kénnen, um das Material vollstandig zu belichten. SAMs haben mit ~1 nm
eine deutlich geringere Dicke und sollten sich daher als potentieller Resist fiir sehr oberflachen-
sensitive Elektronen im Bereich von 10-100 eV eignen. Daher ware es interessant, den Einfluss der
Energie des Primarstrahls sowohl auf die Eignung von CBPT-SAMs als Resist-Material als auch auf
die Effizienz der Reduktion der Nitrilgruppe zu untersuchen.

MULLER et al. analysierten erstmals den Einfluss der Elektronenenergie auf strahleninduzierte
Schaden von Hexadecanthiol-SAMs zwischen 10-100eV.? Sie beobachteten bei Verwendung kon-
stanter Dosen eine deutliche Erh6hung der Strahlenschaden bei steigender Elektronenenergie. Zu
dhnlichen Ergebnissen kamen STEENACKERS et. al. bei Analyse der N 1s XPS Spektren von NBPT-SAMs
bei Verwendung von Elektronen mit 10 eV.” Zur vollstindige Reduktion der Nitrogruppe wurde
eine Dosis von 120 mC/cm? benétigt und damit dreimal mehr als bei der Verwendung von Elektro-
nen mit 50 eV.” Sie erklarten diese Zunahme mit der Annahme, dass neben Primarelektronen (PE)
vor allem die in der Goldschicht entstehende Sekundarelektronen (SE) fiir die Reduktion verant-
wortlich sein und dass deren Anzahl mit zunehmender PE zunehme.

Experimentell zeigte sich also, dass im Bereich geringer Elektronenenergien (10-50 eV) die Effek-
tivitat der Reduktion mit steigender Energie der Priméarelektronen zunimmt. Auf der ,,hochenerge-
tischen” Seite der Energieskala, d.h. im unteren Kiloelektronenvolt-Bereich, der bei Verwendung
eines Elektronenstrahlschreibers wichtig ist, wurde ein diesbezlglicher Energieeffekt auf die Effek-
tivitat einer Reduktion der Endgruppen von NBPT-SAMs dagegen noch nicht systematisch unter-
sucht. In der Literatur ist nur die bendtigte Dosis von etwa 40 mC/cm? fiir eine Elektronenenergie
von 3 keV beschrieben, die wie, im letzten Anschnitt diskutiert, durch oberflacheninitiierte Poly-
merisation und Bestimmung der Hohe der Polymerbiirsten erhalten wurde.”

An einem solchen Modellsystem wird im Folgenden untersucht, wie effektiv Elektronen im Be-
reich von 0.5-20 keV in der Lage sind, die Nitrilgruppe eines CBPT-SAM zu reduzieren. Als MaR fur
die Effektivitat dient die Hohe von Polymerbiirsten in Abhangigkeit von Bestrahlungsdosis und
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Elektronenenergie. Auf das CBPT-

. . I Elektronen- 7
Templat werden mit einem Elekt- energie (keV)

ronenstrahlschreiber bei einer 50F 0.5 kev /\x,/
. . .. 25} —~ 40 FA
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. . 0 : = £30 / 30\
rate mit Dosen zwischen 1.0- 50F 1.0 kev © 4 s $
150 mC/cm? geschrieben und an- 25% § 2o 97’5 / ,.5
schlieRend die P-NIPAM Polymer- ES(O) : : . 10 /. ;o ! N
F 3.0 keV
biirsten generiert. Abb. 75a zeigt 525;;NM 0'2!—":'*. - 1.04< Y
o)
exemplarisch das AFM-Bild fir § ¢ , / Dosis (mC/cm?)

eine  Elektronenenergie  von — 50f50kev c) 60f Dosis :
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Elektronenenergien von 1.0, 3.0, 0 b . of . \‘-, . 10
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Profil (um) Elektronenenergie (keV)

riert, Polymerbiirsten hergestellt

Abb. 75 (a) AFM Bilder und Hoéhenprofile von P-NIPAM Polymer-
birsten erzeugt auf quadratischen Flachen, die mit verschiedenen
Elektronenenergien bestrahlt sind. (b) Die Hohe der Polymerbdirs-
der oberflichengebundenen ten als Funktion der Bestrahlungsdosis bei konstanter Energie
Aminogruppen  reprisentieren. bzw. (c) als Funktion der Energie bei konstant gehaltener Dosis.

und deren H6hen mit dem AFM
vermessen, die dann die Dichte

Bei 0.5 keV beginnen die Polymer-

birsten ab ca.5 mC/cm? zu wachsen und erreichen ihre maximale Héhe von ~50 nm bereits bei
10-15 mC/cm?. Eine weitere Erhéhung der Dosis fiihrt aufgrund strahlungsinduzierter Schiden
wieder zu einem allmahlichen Absinken der Biirstenhdhe.

Wird die Energie der Elektronen sukzessive erhéht, wandert das Maximum der Héhe hin zu gro-
Reren Bestrahlungsdosen, ohne dass sich der Wert von ~50 nm wesentlich dndert. Entsprechend
verschieben sich auch die Mindestdosis sowie der Bereich, bei dem Strahlungsschaden die Neubil-
dung von Aminogruppen lUberwiegt, zu hoheren Dosen. Das Verhalten ist noch einmal in Abb. 75b
zusammengefasst, wo deutlich zu beobachten ist, wie die Hohenprofilkurven bei steigender Ener-
gie zu hoheren Dosen wandern, wahrend die maximale Hohe der Polymerbirsten und auch die
Form der Kurven anndhernd konstant bleibt.

In Abb. 75c sind die Ergebnisse noch einmal anders dargestellt und das Hoéhenprofil der Polymer-
birsten gegen die Elektronenenergie fiir eine bestimmte Bestrahlungsdosis aufgetragen. So lasst
sich beispielsweise fir eine Zieldosis die optimale Elektronenergie bestimmen. Fir 40 mC/cm?
(blaue Kurve) wird die maximale Hohe und damit die grofRte Effektivitdt bei 3-5 keV erreicht. Die
Kurve weist zudem ihr vollstandiges Profil auf: Sie erreicht ein Maximum, das von einem linken und
rechten Zweig flankiert wird. Bei 40 mC/cm? stellt der linke, ansteigende Zweig denjenigen Bereich
dar, bei dem die maximale Hohe aufgrund von Strahlungsschaden nicht mehr erreicht wird, wah-
rend der fallende Ast rechts vom Maximum den Bereich kennzeichnet, bei dem die maximale Hohe
aufgrund unvollstandiger Reduktion noch nicht erreicht wird. Die entsprechende Kurve fiir niedrige
Dosen (griin) zeigt im betrachten Energiebereich nur noch den fallenden Ast, da die effektivste
Energie auRerhalb des betrachteten Energieintervalls liegt. Auf der anderen Seite ist flir hohe Do-
sen (rot Kurve) nur der steigende Ast zu erkennen ist und man befindet sich im Bereich strahlungs-
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bedingter Verluste. Erst ab einer Energie >20keV sind die PE ineffektiv genug, um auch bei
150 mC/cm? zu einer maximalen Dichte der Aminogruppen zu gelangen.

Die Ergebnisse in Abb. 75 zeigen, dass es einen deutlichen Zusammenhang zwischen der Energie
der PE und der Effektivitat der der Reduktion gibt. Sie bestatigen ebenso die Hypothese, dass fiir
die Reduktion im betrachteten Energieintervall von 0.5-20keV vor allem Sekundarelektronen
verantwortlich sein missen. Fir die Reduktion der Nitrilgruppe werden Wasserstoffradikale beno-
tigt, die nur durch elektroneninduzierte Spaltung einer (C-H)-Bindung im Biphenylgeriist entstan-
den sein kdnnen. Lauft dieser Prozess nach dem Prinzip der dissoziativen Elektronenanlagerung
(DEA) ab, ist der Wirkungsquerschnitt fiir die Spaltung der (C-H)-Bindung durch ein externes Elekt-
ron im resonanten Fall am gréRten und nimmt bei steigender Energie des Elektrons rasch ab.**® Die
Bindungsenergie der (C-H)-Bindung liegt bei 350 kJ/mol und damit bei ~5 eV. Die Wahrscheinlich-
keit also, dass ein Elektron im keV-Bereich eine (C-H)-Bindung gemaR dem DEA-Mechanismus
spalten kann, ist gering.

Abb. 76a zeigt, was beim Eintritt eines Primarstrahls in das SAM-tragende Substrat geschieht.
Aufgrund der viel geringeren Dichte, Massenzahl und Dicke des SAM im Vergleich zum Goldsub-
strat, braucht der SAM bei diesen Streuprozessen nicht berticksichtigt zu werden. Die Primarelekt-
ronen (PE) dringen in das Substrat ein und erzeugen direkt um ihre Eintrittsstelle herum innerhalb
der Fluchttiefe A Sekundarelektronen vom Typ SE1. Auf dem Weg durch das Substrat werden die PE
vielfach gestreut und dabei abgelenkt (Abb. 74). Ein Teil verldsst das Substrat wieder als Rlckstreu-
elektronen (back-scattered electrons, BSE). Dessen Anteil ngse betragt flir Gold beispielsweise zwi-
schen 0.4-0.5 und ist in erster Naherung unabhangig von der Energie der PE. Das heif3t, fast die
Halfte der eintretenden Elektronen verlasst die Probe als BSE wieder. Auch die gestreuten Elektro-
nen kénnen bei ihrem Weg durch das Substrat innerhalb der Fluchttiefe A Sekunddrelektronen
erzeugen, die als SE2 bezeichnet werden. Sekundéarelektronen vom Typ SE3 werden hier nicht
bericksichtig, da ihr Einfluss schwer vorherzusagen ist. Sie entstehen durch BSE, die beispielsweise
in die Wande der Vakuumkammer einschlagen und dort Sekundarelektronen erzeugen.'*®

In Abb. 76b ist das Energiespektrum austretender Elektronen gezeigt, das von einem Primarstahl

147198 £5 wird von einem scharfen Bereich zwischen 0-50 eV do-

der Energie e- U erzeugt werden.
miniert, der von Sekundarelektronen des Typs SE1 und SE2 stammt und ein Maximum bei 2-5 eV
aufweist, also genau in dem Bereich einer chemischen Bindungsenergie. Anschlielend folgt der
Bereich inelastisch reflektierter Elektronen (BSE) mit einer Energie 50eV <E<e- U. Als letztes ist

noch ein kleiner Buckel elastisch reflektierter Elektronen mit der Energie E = e U zu erkennen.

a) PE 1 b) bE..=eU c) SE-Ausbeute: Gold
BSE B sE -
N\ SE2 B inelastisch BSE Z 14 U
vt /4 Vi . B elastisch BSE W :
S L . wF = 1.0F- i
............ A.' E 1} : : .
305 R
Substrat - : .
. 0 50eV  2keV eU 300 700 2000 20k
Elektronenenergie E.: (eV)

Abb. 76 (a) Ein Strahl primarer Elektronen (PE) dringt in das Substrat ein und erzeugt direkt an der Ein-
trittsstelle Sekundéarelektronen (SE) vom Typ 1 (SE1). Nach mehreren Streuprozessen kénnen die PE das
Substrat als Riickstreuelektronen (BSE) wieder verlassen und auf ihrem Weg weitere SE vom Type SE2
erzeugen. Nur SE, die innerhalb der Fluchttiefe A erzeugt werden, kénnen das Substrat verlassen. (b) Das
von einem PE der Energie e-U erzeugte Spektrum an SE, BSE und elastisch reflektierten Elektronen. (c)
Experimentell bestimmte Ausbeute an SE, die pro PE der Energie Ep¢ in einem Goldsubstrat entstehen.
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Wie schon mehrfach erwahnt sind die SE wahrscheinlich fast ausschlieRlich fiir elektronenstrahl-
induzierte Prozesse innerhalb eines SAMs verantwortlich. Um den Einfluss der Energie der PE auf
diese zu verstehen und damit das Verhalten aus Abb. 75 zu erklaren, ist es notwendig, die Ausbeu-
te der SE in Abhangigkeit von der Energie des Primarstahl zu kennen. Diese Ausbeute &g, definiert
als die Anzahl an Sekundarelektronen, die ein Primarelektron der Energie Epz erzeugt, ist in
Abb. 76c¢ fiir ein Goldsubstrat dargestellt. Prinzipiell sehen Kurven fiir andere Materialien dhnlich
aus und koénnen anhand von drei charakteristischen Energiewerten an das jeweilige Material an-
passt werden. Fir Gold liegt das Maximum der Ausbeute mit 6s:=1.4 bei 700 eV, d.h. jedes PE
erzeugt 1.4 SE. Die beiden Punkte, fiir die §=1 ist, liegen bei 300 und 2000 eV.*

Damit lasst sich Abnahme der der Effizienz der Reduktion mit steigender Energie anhand des Ver-
laufs der Ausbeute an Sekundarelektronen erklaren. Allerdings stimmen die absoluten Werte nicht
Uberein. Wahrend sich die SE-Ausbeute bei einem Anstieg der Energie von 700 auf 20000 eV nur
um den Faktor ~3 verringert, liegt der entsprechende Unterschied in der Dosis flr die maximale
Hohe der Polymerbiirsten bei einem Faktor 5-6. Die Diskrepanz ergibt sich hdchstwahrscheinlich in
der vereinfachten Betrachtung der SE-Ausbeute &g, in der alle das Substrat verlassende Elektronen
von 0-50eV gleichermaRen behandelt werden. Fiir eine detailliertere Betrachtung misste der
Verlauf der Ausbeute speziell des niederenergetischen Bereichs der SE zwischen 1-20 eV genauer
betrachtet werden. Zudem kann nicht ausgeschlossen werden, dass die BSE teilweise fir die ge-
zeigten Prozesse mitverantwortlich sind.

5.1.3 Einfluss der Elektronenenergie auf den Grad der Quervernetzung

Die zweite wichtige Reaktion thioaromatischer SAMs als Antwort auf Bestrahlung mit Elektronen
ist eine intermolekulare Quervernetzung. Die Monolagen wandeln sich dabei in einen ultradiinnen,
mechanisch, thermisch und chemisch stabilen Kohlenstofffilm um. Wird auf dem SAM wahrend der
homogenen Elektronenbestrahlung eine Gittermaske montiert, bildet sich das Muster des Gitters
zundchst als ein latentes Bild auf dem SAM ab. Bestrahlte und nicht-bestrahlte Bereiche unter-
scheiden sich dabei weniger in topographischer Hinsicht, sondern vor allem chemisch-strukturell in
Form einer lateralen Quervernetzung. Solche chemischen Strukturen lassen sich mit den gewdhnli-
chen Analysemethoden wie Rasterkraft- oder Elektronen-
mikroskop nur schwer untersuchen, da der Topographie-
und Materialkontrast zwischen bestrahlten und unbestrahl-
ten Bereichen gering ist (Abb. 77). Im Gegensatz zu dem im
letzten Abschnitt besprochenen chemischen Kontrast auf-
grund unterschiedlicher Oberflachenfunktionalitaten (Nit-
ro/Nitril-gruppe und Aminogruppen), kann ein Kontrast in
Form strukturierter Quervernetzung auch auf nicht-

substituiertem Biphenylthiol Monolagen erzeugt werden.

Im folgenden Experiment wird ein TEM-Grid als Maske auf
einen CBPT-SAM montiert, mit 40 mC/cm? bei 50 eV be- 10
strahlt und das latente Bild in einer Goldatzlésung entwi-

ckelt. Dabei greift die Lésung das Gold nur an nicht- Abb.77. AFM-Bild und Hohenprofil
entlang der weilen Linie eines CBPT-

SAMs nach Bestrahlung durch eine
den bestrahlten Arealen durch den quervernetzten SAM  \i5cke (TEM-Grid) mit 40 mC/cm?

Profll (pm)

bestrahlten Bereichen an, wahrend unterliegendes Gold in

geschitzt wird. Allerdings ist der Kontrast zwischen be- zeigen einen sehr geringen topogra-
strahlten und nicht-bestrahlten Bereichen beziiglich der Phischen Kontrast.
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Schutzwirkung vor der Goldatzlo-
sung bei CBPT-SAMs geringer als
bei Monolagen aliphatischer Thio-
le wie beispielsweise Dodecanthi-
ol. Das zeigt sich darin, dass nur
Oxidationsmittel

relativ. milde

verwendet werden konnen und

Bedingungen wie Konzentration, 100F :

Temperatur und Dauer des Atz- £ 50_ﬂ_

vorgangs sorgfaltig auf einander % 0 ‘ . | _ of; . g
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ein Uberatzten zu vermeiden.

Betracht man das entsprechende
rasterkraftmikroskopische Hohen- graphie: (a)

profil nach erfolgreicher Masken-

Abb. 78. CBPT-SAMs als negativer Resist fiir Elektronenstrahllitho-

AFM-Bild mit Héhenprofil nach homogener Elektro-

nenbestrahlung (50 eV) durch ein TEM-Grid und anschlieBendem
Eintauchen in eine Gold&tzlésung; (b) Detailausschnitt von (a).

bestrahlung und Atzen eines

CBPT-SAMs, reflektiert die Hohendifferenz von 100 nm exakt die erwartete Schicktdicke des Gold-
substrats wieder (Abb. 78a). CBPT-SAMs eignen sich also als negativer Elektronenstrahlresist, und
es lasst sich bei der verwendeten Dosis-Energie Kombination (40 mC/cm? bei 50 eV) ein nahezu

100-prozentiger Kontrast in der Atzwirkung erzielen. Der Detailausschnitt in Abb. 78b zeigt zudem,

dass auch der raumliche Kontrast hoch ist. Der

Anstieg zwischen gedtzten und nicht-gedtzten Be-

reichen liegt bei unter 200 nm, was zum andern auch zeigt, dass sich die verwendete Maske (Quan-
tifoil® TEM-Grids) sehr flach auf eine Probe montieren ldsst und der CBPT-Resist eine laterale Auf-

|6sung von mindestens 200 nm erlaubt.

Um die Frage zu klaren, welchen Einfluss die Elektronenenergie auf die zur Quervernetzung aro-

matischer SAMs benétige Bestrahlungsdosis hat,

von Quadraten unterschiedlicher Dosis erzeugt.
Dabei steigt die Bestrahlungsdosis in horizonta-
ler und die Elektronenenergie in vertikaler
Richtung. Das auf einem CBPT-SAM erzeugte
Bestrahlungsmuster wurde in eine Atzldsung
getaucht und anschlieBend im Rasterelektro-
nenmikroskop (REM) untersucht (Abb. 79).
Deutlich erkennbar ist der Kontrast zwischen
den Bereichen, an denen der Goldfilm aufgelost
und die Oberfliche des
Supports hervortritt, von den Flachen, an de-

wurde Silizium-
nen der Goldfilm stehen geblieben ist und die
aufgrund der deutlich h6heren Massenzahl von
Gold heller erscheinen. Die Farbe der Rahmen
in Abb. 79 zeigt die Resistenz des jeweiligen
Energie-Dosis Wertepaars gegeniiber der Atzl6-
sung und ist damit ein Mal} fiir den Grad der
hochste
zungsgrad wird durch eine griine Umrahmung

Quervernetzung. Der Quervernet-

wurde mit dem Elektronenstrahlschreiber ein Feld
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Abb.79. REM-Abbildung nach dem Atzen eines
Feldes von Quadraten, das mit einem Elektronen-
strahlschreiber in einen CBPT-SAM geschrieben
wurde; die verwenden Dosen steigen von links nach
rechts an, wahrend die verwendeten Elektronen-
energien von oben nach unten zunehmen. Bereiche
mit hoher Resistenz gegeniiber der Atzlésung sind
grin markiert, Bereiche mit geringer und ohne sind
entsprechend gelb bzw. rot umrandet.
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angezeigt und liegt bei niedrigen Elektronenenergien zwischen 10-30 mC/cm?. Er wandert bei
VergroRerung der Elektronenenergie zu hoheren Dosen und liegt bei 20 keV schon im Bereich von
mindestens 75 mC/cm?. Auch beim Quervernetzungsgrad gibt es Bereiche mit unvollstandiger bzw.
so niedriger Quervernetzung, dass die Bereiche teilweise von der Atzlésung angegriffen werden
konnen (Abb. 79, gelb und rot markiert). Interessanterweise fiihrt die Verwendung sehr hoher
Dosen wieder zu einer Verringerung der Resistenz gegeniiber der Atzlésung. Dieser Effekt ist aller-
dings nur bei niedrigen Elektronenenergien sichtbar und resultiert aus der sukzessiven Zerstérung
des quervernetzten Films durch fortwahrende Bestrahlung. Dennoch ist die Wahl der richtigen
Dosis in Bezug auf Quervernetzung relativ unkritisch, da die Bereiche mit ausreichender Resistenz
wesentlich breiter sind als die der maximalen Dichte oberflichengebundener Aminogruppen
(Abb. 75).

Zudem ist eine deutliche Korrelation in der Energieabhangigkeit von Quervernetzung und Effekti-
vitat der Reduktion zu beobachten, da beide Prozesse denselben Ursprung haben: Die Spaltung von
o-Bindungen im aromatischen Gerust durch die in der Goldschicht erzeugten Sekundarelektronen.
Die Wasserstoffradikale konnen die Nitrilgruppe reduzieren, wahrend die verbleibenden Kohlen-
stoffradikale intermolekular quervernetzen.

5.1.4 Charakterisierung von 4‘-Aminobiphenyl-4-thiol (ABPT) Monolagen

Monolagen aus 4‘-Aminobiphenyl-4-thiol
(ABPT-SAMs) sind vor allem dahingehend NH; NH NH; NH,

interessant, dass sie schon im unbestrahlten G a @ G e
Zustand eine hohe Dichte oberflachengebun- —>
dener Aminogruppen aufweisen. Sie stellen 0 @ 0 o
S $ s S
A

damit ein wichtiges Referenzsystem fiir elekt-

ronenstrahllithographische Experimente dar. u

Als Monolagen mit einem aromatischen Ge- app, 80. 4“Aminobiphenyl-4-thiol (ABPT) SAMs und
rist fihrt die Bestrahlung mit Elektronen ihre Reaktion auf Elektronenbestrahlung.

ebenfalls zu einer Quervernetzung, wobei der

bestrahlte Film aber weiterhin eine hohe Anzahl von NH,-Gruppen tragen sollte (Abb. 80). Die
Praparation von ABPT-SAMs war lange schwierig, da das Aminobiphenylthiol Monomer nicht sau-
ber synthetisiert werden konnte und ABPT-SAMs zu Bildung von Doppellagen (Bilayer) neigen.
Dennoch konnte 4‘-Aminobiphenyl-4-thiol (ABPT) als Substrat durch chemische Reduktion von 4‘-
Nitrobiphenyl-4-thiol (NBPT) erstmals sauber hergestellt werden. In trockenem DMF als Losungs-
mittel lieBen sich dann ABPT-SAMs auf einem Au(111)-Substrat praparieren.

Abb. 81 zeigt die Synchrotron-basierten ex-situ HRXPS-Spektren unbestrahlter (untere Reihe) und
bestrahlter ABPT-SAMs (obere Reihe). Ex-situ bedeutet in diesem Zusammenhang, dass Elektro-
nenbestrahlung und Messung nicht in derselben UHV-Kammer durchgefiihrt wurden, sondern dass
die Proben zwischenzeitlich unter Raumbedingungen gelagert wurden. Zur Uberpriifung der Quali-
tat von ABPT-SAMs wird das S 2p-Spektrum des Schwefels verwendet. Bei unbestrahlten SAMs darf
es nur aus einem einzigen Duplett mit der Aufspaltung von 1.2 eV und der fiir SAMs charakteristi-
schen Bindungsenergie von 162.1(+0.1) eV fiir die S 2ps/,-Emssion bestehen (Abb. 81a). Die Bin-
dungsenergie ist charakteristisch fir die Schwefel-Gold-Bindung von Thiol-SAMs und kann leicht
von oxidiertem Schwefel bzw. von Thiolen unterschieden werden, die nicht an Gold gebunden sind.
Eine zusatzliche S 2p;/,-Emssion bei ~163.5 eV deutet auf freies Thiol hin, das nicht (mehr) an Gold
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gebunden ist ™ und zu einer schlechteren Qualitdt der Monolagen fihrt. Das Schwefelspektrum
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Abb. 81. Ex-situ gemessene HRXPS-Spektren von ABPT-SAMs vor (untere Reihe) und nach (obere Reihe)
der Bestrahlung mit Elektronen (Energie E =50 eV und Dosis D = 40 mC/cm?): Die Schwefel S 2p (a) und
C1s Kohlenstoff C1s (b) Spektren wurden bei einer Photonenenergie von 350 eV, die Stickstoff N 1s (c)
und Sauerstoff O 1s (d) Spektren bei einer Photonenenergie von 580 eV aufgenommen.

einer ABPT-Monolage wird genau vom dem fiir SAMs typischen Duplett bei von 162.1 eV fir die
S 2p3/-Emssion dominiert. Der geringe Anteil an freiem, ungebundenem Thiol bei 163.3 eV liegt
unter 5 % und stammt wahrscheinlich von ABPT-Molekiilen, die auf der Oberflache des Monolayers
liegen. Da deren Schwefel nicht abgeschwacht wird, ist ihr Anteil noch geringer.

Das C1s-Spektrum des Kohlenstoffs in Abb.81b ist geprdgt von einer Hauptemission bei
284.7 eV, die sich den 10 aromatischen Kohlenstoffatomen pro ABPT-Molekiil zuordnen lasst, die
nicht an ein elektronegatives Heteroatom gebunden sind. Die Schulter auf der héherenergetischen
Seite besteht zum einem aus dem Signal bei 286.3 eV, das von den beiden Kohlenstoffatomen der
Biphenylrings stammt, die die Amino- bzw. Thiolgruppe tragen. Die weiteren schwachen Signale bei
287.8 eV und 289.1eV konnen von adsorbiertem CO, resultieren oder es handelt sich um so
genannte shake-up Signale, die oftmals im C 1s-Spektrum aromatischer Monolagen auftreten.™

Das N 1s-Spektrum des Stickstoffs zeigt ein breites Signal, dem sich zwei individuelle Stick-
stoffspezies zuordnen lassen (Abb. 81c). Das niederenergetische Signal bei 399.2 eV ist auf eine
freie NH,-Gruppe zuriickzufiihren, wahrend das Signal bei 400.1 eV von dem Stickstoff einer Ami-
nogruppe herriihrt, an die wahrscheinlich Wasser oder Kohlendioxid aus der Umgebung koordiniert
ist. Solche Doppelpeaks mit einem willkiirlichen Intensitatsverhdltnis der beiden Stickstoffspezies
treten bei Amin-terminierten SAMs haufig auf.”* ">

Obwohl ABPT-SAMs im O 1s Sauerstoffbereich eigentlich kein Signal beinhalten sollte, lassen sich
dennoch nicht unbedeutende Mengen auf der Monolage nachweisen (Abb. 81d). Derartige Sauer-
stoffverunreinigungen sind fiir Amino-terminierte SAMs nicht ungewdhnlich und treten beispiels-
weise bei Monolagen aliphatischer 11-Aminoundecanthiole (AUDT) oder bestrahlter NBPT-SAMs
auf, die atmospharischen Bedingungen ausgesetzt waren. Ursache fiir den Sauerstoff sind Adsorba-
te aus der Luft (Wasser oder Kohlendioxid), die sich in unbestimmten Mengen auf der Oberflache
Amino-terminierter Monolagen anlagern.

Nach der Bestrahlung des ABPT-SAMs mit 40 mC/cm? bei 50 eV, zeigt vor allem das S 2p-Signal die
typischen, strahlungsbedingten Veranderungen (Abb. 81a) wie sie auch bei der Elektronenbestrah-
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lung anderer Thiol-basierender SAMs beobachtet werden.™ Der betrachtliche Anstieg der Schwe-

felspezies bei 163.5 eV lasst den Schluss zu, dass der grofSte Teil des Schwefels nach der Bestrah-
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lung nicht mehr an das Gold gebunden ist, sondern sich entweder als Disulfid oder freies Thiol in
der Kohlenstoffmatrix befindet. Bemerkenswert ist allerdings der hohe Anteil dieser Schwefelspe-
zies nach der Bestrahlung mit 40 mC/cm?2. Er betrdgt ~70 % und damit wesentlich mehr als fir
andere Thiol-aromatische SAMs nach Bestrahlung mit gleicher Dosis gefunden wurde. So wurden
beispielsweise fiir Biphenylthiol Monolagen oder fiir 4’-Cyanobiphenyl-4-thiol-SAMs nur Werte um
40 % erhalten.**>>

Die Veranderungen des Kohlenstoff C1s und des Stichstoff N 1s-Signal sind nur marginal. Beim
Sauerstoff nimmt die Intensitdt dagegen nach der Bestrahlung ab, wahrend es bei den Schwefel-,
Kohlenstoff- und Stickstoffsignalen zu einer Zunahme kommt, was sich mit Hilfe der Adsorbate auf
der ABPT-Monolage erklaren lasst. Diese desorbieren zwar wahrend der Bestrahlung im UHV, da
die Proben vor der HRXPS-Messung der Umgebung ausgesetzt waren, ist es zu einer erneuten
Adoption von Bestandteilen der Luft gekommen. Dennoch scheinen bestrahlte iABPT-Filme eine
geringere Neigung aufzuweisen, wieder Adsorbate aus der Umgebung aufzunehmen, was dann zu
den beobachteten Intensitatsanstiegen der Signale des bestrahlten Films bei gleichzeitig gesunke-
ner O 1s Intensitat fihrt. Zudem zeigt das N 1s-Spektrum von iABPT (Abb. 81c) einen héheren An-
teil an freiem NH,-Stickstoff. Das korreliert auch mit dem Verhalten von aliphatischen, Amino-
terminierten SAMs, die durch Bestrahlung beziiglich ihrer Nukleophilie aktiviert werden kénnen.?

In Abb. 82 sind die XPS Resultate einer in-situ Messung gezeigt. Das heil3t, Bestrahlung und XPS-
Messungen wurden unmittelbar nacheinander in derselben UHV-Kammer durchgefiihrt. Die dosis-
abhangige Schichtdicke (Abb. 82a) des ABPT-Films wurde anhand der Abschwachung des Au 4f
Signals im Vergleich zu der bei Alkanthiolen mit bekannter Filmdicke bestimmt. Die liegen vor allem
bei den unbestrahlten ABPT-
SAMs mit 18.7A deutlich Gber a) 19 | in-situ XPS: Filmdicke b) 1kfin-situ XPs: C 1s :
denen vergleichbarer NBPT oder "l (Au 4f) i
CBPT-SAMs, bei denen entspre- __ 18} \\J -
chenden Filmdicken von nur
14-15 A beobachtet werden.'
Die zusatzliche Schicht von ~ 4 A
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derung der Schichtdicke bei App. 8a. Dosisabhdngige in-situ XPS Intensitdten von ABPT-SAMs
ABPT-SAM fast ausschlieRlich auf bei Elektronenbestrahlung mit 50 eV; (a) Schichtdicke anhand der
Abschwachung von Au4f; (b) C1s bei 284.7eV; (c) N1s bei

die Desorption der Adsorbate
399.0 eV; (d) O 1s bei 536.7 eV.

zurtickzufihren.
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In Abb. 83 sind die Verdanderungen der Signalin-

in-situ: ex-situ:
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ren zudem aus der niedrigeren Photonenenergie Abb. 83. Vergleich strahlungsbedingter Verande-
bei einer HRXPS-Messungen (hier 580 eV gegen- rungen von in-situ gemessenen XPS-Intensitdten
iiber 1256eV fir XPS-Messungen) und damit bei einer Photonenenergie von 1256 eV (links)
und ex-situ gemessenen HRXPS-Intensitaten

einer deutlich hoheren Oberflachensensitivitat (i) s e e e e EmaE e ven 5Ee @

der emittierten Photoelektronen.
Die Rontgen-Nahkanten-Absorption-Spektroskopie (NEXAFS) ist eine der wichtigsten spektroskopi-
sche Methoden, um nicht nur die elektronische Struktur von SAMs, sondern auch deren struktu-
relle Uniformitat zu untersuchen, die sich beispielsweise in einem einheitlichen Tiltwinkel der Mo-
lekiile duBert. Abb. 84a zeigt die NEXAFS-Spektren eines ABPT-SAMs an der Kohlenstoff K-Kante
(C K-edge) bei unterschiedlichen Einfallswinkeln des Photonenstrahls. Es lassen sich drei Uberginge
identifizieren. Die stirkste Resonanz C1s—m*(C-C) bei 285.eV (A) stammt von dem Ubergang
eines Elektrons aus der K-Schale in das erste leere, antibindende Molekilorbital (LUMO) des
Biphenylrings. Der Ubergang bei 288.5 eV (B) resultiert aus dem entsprechenden Ubergang in das
zweite, antibindende MO des Rings. Das breite Signal bei ~293eV (C) ist typisch fiir den
C 1s »0*(C-C) Ubergang in antibindende 6*-MO. Der Grad der Ordnung, den die Molekiile eines
SAMs beziiglich der Oberflaiche einnehmen, zeigt sich in einen mehr oder weniger stark ausge-
pragten Dichroismus, der sich aus den Differenzspektren bei senkrechtem (90°) und streifendem
(20°) Einfallswinkel bestimmen ldsst (Abb. 84a, unten). n*-MOs, deren Ubergangsdipolmoment
(TDM) senkrecht zur Oberflaichennormalen stehen, zeigen einen positiven Dichroismus, wahrend
0*-MOs, deren TDM parallel zur Oberflichennormalen stehen, einen negativen Dichroismus zei-
gen.

Anhand der Winkelabhangigkeit der Spektren lasst sich zudem der Tiltwinkel bestimmen, den die
Molekiile einer Monolage beziiglich der Oberflichennormalen einnehmen. Dazu tragt man das
Verhiltnis der Intensitidten eines Ubergangs (am besten diejenigen mit der hdchsten Intensitat)
gemessen bei verschiedenen Einfallswinken a relativ zur Intensitit des Ubergangs bei senkrechtem
Einfallswinkel gegen den Wert des Einfallswinkels a auf (Abb. 85). Die Punkte werden an Glei-
chung 18 gefittet und man erhilt als freien Parameter den Tiltwinkel. Fir ABPT-SAMs wurde dieser
mit 37.1°(+0.7°) bestimmt. Der Wert liegt in der GréRenordnung anderer aromatischer Thiol-SAMs
auf Gold, fur die Tiltwinkel zwischen 32°-40° ermittelt wurden.>**’

Nach der Bestrahlung (iABPT) andert sich das NEXAFS-Spektrum der Kohlenstoffkante im Ver-
gleich zu unbestrahltem ABPT vor allem darin, dass die Feinstruktur weniger ausgepragt und die
Intensitaten der t*-Resonanzen schwacher geworden sind (Abb. 84b). Am auffalligsten ist aber das
Fehlen eines Dichroismus. Das Differenzspektrum weist nur noch wenige Details auf. Nach der
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Bestrahlung ist die hohe, SAM-
typische Ordnung fast vollstandig g) |CKKante ABPT b) |CK-Kante —— ABPT
verloren gegangen, weshalb man 1op A B - 950 ,52235 A B C EiasPT
daher nach der Bestrahlung bes- P 0 - E 3r »
ser von ABPT-Filmen spricht. 8t = 2t

Betrachtet man das unter 55° T 1l 55°.
(magischer Winkel) aufgenomme- 6t % 0 BN
ne Spektrum der Stickstoff K- €15t iABPT
Kante, erkennt man bei dem “J Of —90%20
bestrahlen wie bei dem unbe- % 31 ;
strahlten  ABPT-SAM/Film zwei 2 B o)
Resonanzen: Bei 410 eV einen o*- § N K Kamia p—or
Ubergang und interessanterweise = i 1.5 [ 1iABPT
bei 399.5 eV einen m*-Ubergang. 51 ol
Da diese Resonanz bei SAMs T 55°1
aliphatischer ~ Aminoalkanthiole % -5f
nicht oder nur schwach auftritt,™® 05 1=

ist sie damit zu erklaren, dass das
freie Elektronenpaar des Stick-
stoffs teilweise als m-Bindung mit
dem aromatischen Biphenylgerst
verbunden ist. Diese Verknlpfung
ist nach der Bestrahlung sogar
noch ausgepréagter.

Es lasst sich festhalten, dass mit-
tels HRXPS und NEXAFS gezeigt
werden konnte, dass sich ABPT-

SAMs in hoher Qualitdt herstellen lassen. Die Monolagen
zeigten keine Tendenz zur Multilagenbildung und es waren nur
Spuren von ABPT-Molekilen nachweisbar, die nicht als SAM
auf der Oberflache gebunden waren. Die hohe Qualitat zeigte
sich auch in dem Dichroismus der NEXAFS-Spektren und einer =
einheitlichen Ausrichtung der Molekile von 37° bezliglich der

Oberflachennormalen.

Bestrahlung mit niederenergetischen Elektronen fiihrte zu
einem fiir aromatische SAMs charakteristischen Verhalten wie
dem Erscheinen einer zweiten Schwefelspezies, ein nur sehr
geringer Materialverlust aufgrund von Quervernetzung ein-
hergehend mit dem beinahe voéllige Verschwinden jeglicher

Ordnung innerhalb des Film.

0 N
390 400 410 420 430
Photonenenergie (eV)

280 290 300 310 320
Photonenenergie (eV)

Abb. 84. Ex-situ NEXAFS-Spektren von unbestrahlten und be-
strahlten (40 mC/cm?) ABPT-SAMs; (a) Spektren an der C K-Kante
von ABPT unter verschiedenen Einfallswinkeln des Réntgenstrahls
(oben) sowie das Differenzspektrum von senkrechtem und strei-
fendem Einfall (unten); (b) Spektren an der CK-Kante vor
(schwarze Linie) und nach (grau schraffierte Flache) der Bestrah-
lung (oben) und das entsprechende Differenzspektrum eines
bestrahlten ABPT-Films; (c) Spektren der N K-Kante vor (schwarze
Linie) und nach der Bestrahlung (grau schraffierte Flache).

ABPT
1.01 ® Messwerte
Gleichung (17)
0.9
o
> 0.8

6,=37.1(20.7)°
95 30 45 60 75 90
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Abb. 85. Bestimmung des Tiltwin-
kels von ABPT-SAMs aufgrund des
Dichroismus von NEXAFS Differenz-
spektren an der C K-Kante.
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5.1.5 Reaktivitit oberflachengebundener Aminogruppen nach Elektronenbestrahlung

Funktionalisierte Oberflichen mit oberflaichengebundenen
Aminogruppen werden haufig als Substrat eingesetzt, um ver-
schiedenste chemische Spezies, aber auch Biomolekiile wie Pro-
teine immobilisieren zu kénnen. In Abschnitt 5.1.1 wurde bereits
gezeigt, dass sich Amino-terminierte SAMs als Substrat fiir die
chemische Nanolithographie (EBCL) eignen. Zudem wird in Ab-
schnitt 5.2 gezeigt, dass sie sich auch als mechanisch stabiler und
dennoch ultradiinner Tragerfilm zur Herstellung funktionalisier-
ter Nanomembranen eignen. Dabei ist eine hohe Kopplungsdich-
te der an die Oberflache anzubindenden Molekiile erstrebens-
wert, was mit einer moglichst hohen Dichte oberflachengebun-
dener Aminogruppen zur Voraussetzung hat. Werden aromati-
sche Nitro- oder Cyanobiphenylthiol-SAMs (NBPT und CBPT) als
oberflachenaktives Material verwendet, entstehen die Amino-
gruppen erst nach einer externe Aktivierung durch Bestrahlung
beispielsweise mit Elektronen. Weil durch Uberbelichtung die
Aminogruppen wieder zerstort werden, miissen Bestrahlungsdo-
sis und Energie genau auf einander abgestimmt werden.

XPSRTs T~

E
By
4

Intensitat (w.

0, . NI AP
410 400 395

Bindungsenergie (eV)

Abb. 86. XPS N 1s Spektren eines
NBPT-SAM wadhrend der Elektro-
nenbestrahlung (50 eV) mit o, 10,
20 und 40 mC/cm? Die Umwand-
lung terminaler Nitro- in Amino-
gruppen ist deutlich zu erkennen.

Amine sind sehr potente Nukleophile und regieren nass-chemisch schon unter milden Bedingun-

gen quantitativ mit Elektrophilen wie Saurechloriden, Anhydriden, Isocyanaten und Aldehyden. Bei

leichtem Erwéarmen reagieren sie ferner auch mit Epoxiden und Estern in guten Ausbeuten. Es ist

daher zu erwarten, dass die Aminogruppen bestrahlter NBPT-SAMs mit Trifluoressigsaureanhydrid
(TFAA) quantitativ reagieren. Neben der hohen Reaktivitdt gegeniiber Aminen hat TFAA den Vor-
teil, dass sich dessen Kopplung an die Oberflache aufgrund der Anwesenheit seiner Fluoratome
bequem XPS-spektroskopisch anhand des Fluor-Stickstoff-Verhaltnisses quantifizieren ldsst. Der
Gehalt an NH,-Stickstoff kann bei NBPT-SAMs einfach ermittelt werden, da das N 1s-Signal der
Aminogruppe eine Bindungsenergie von ~399 eV hat, wahrend die N 1s-Emission der Nitrogruppen

eine Bindungsenergie von ~406 eV besitzt. Die entsprechenden
XPS N 1s Spektren sind in Abb. 86 fiir verschiedene Dosen einer
Bestrahlung von NBPT gezeigt. Der unbestrahlte SAM enthalt
anfangs nur eine Stickstoffspezies, die sich aufgrund der hohen
Bindungsenergie einer Nitrogruppe zuordnen lasst. Mit zuneh-
mender Bestrahlung nimmt das NO,-Signal ab, wahrend gleich-
zeitig ein zweiter Peak bei 399 eV auftritt, der von den entste-
henden NH,-Gruppen herriihrt. Bei einer Dosis von ~40 mC/cm?
ist das Signal der Nitrogruppe fast vollstandig verschwunden und
das Spektrum weist nur den Peak der NH,-Gruppe auf. Der do-
sisabhangige Verlauf der Stickstoffspezies ist noch einmal in
Abb. 87 zusammengefasst. Mit Hilfe dieser Daten kann nun
anhand des Fluor-Stickstoff-Verhaltnisses die Ausbeute der
Kopplung von TFAA an einen NBPT-SAM in Abhangigkeit von der
Bestrahlungsdosis bestimmt werden.

NBPT
+ 1.00H & _ ]
it} Ve 5 N-Total
%0.80- % SRl SR
-— v ’§
E060f %, N
) NN ¥ie
~ 0.40} 2%
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Abb. 87. Die normalisierten XPS-
N 1s Intensitdaten von NBPT wah-
rend der Bestrahlung zeigen den
die Umwandlung der Nitro- in
eine  Aminogruppe, aber auch
den strahlungsinduzierten Ver-

lust an Gesamtstickstoff.
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Als Eck et al. TFAA an bestrahlte NBPT-SAMs
koppelten und die Ausbeute per XPS bestimm-
ten, erhielten die Werte von nur 50-70% be-
zuiglich der vorhandenen NH,-Gruppen.” Das ist
insofern interessant, da HUTT und PAN Uberein-
stimmend eine nahezu quantitative Kopplung
von TFAA an OH-terminierter Alkanthiol-SAMs
3132 7udem fanden KANKATE et al.,
dass Nitrogruppen von NBPT-SAMs, die mittels
Vakuumabscheidung aus der Gasphase herge-
stellt waren, durch den bei der SAM-Bildung

entstehenden Wasserstoffabspaltung der Thiol-
158

beobachteten.

gruppe partiell reduziert waren.”® Eine Derivati-
sierung der so prapartierten NBPT-SAMs mit
TFAA lieferte ebenfalls quantitativen Umsatz.
Das lasst zundchst den Schluss zu, dass der
unvollstandige Umsatz von elektronenstrahlre-
duzierten NBPT-SAMs nicht wie Eck vermutete

alleine aufgrund der sterischer Hinderung der

-76 -
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Abb. 88. (a) Fir die Derivatisierung verwendeten
amino-terminierten SAMs (ABPT, NBPT und CBPT),
sowie die perfluorierten Anhydride TFAA, PFPA und
HFBA. (b) Schema der Derivatisierung einer Amino-
terminierten Oberflache mit TFAA.

TFAA Molekiile begriindet werden kann, da ja die OH-terminierten Alkanthiol-SAMs vollstandig

reagieren.

Um die Frage zu klaren, ob der Prozess der Elektronenbestrahlung selber fiir die unvollstiandige

Kopplung von TFAA an die bestrahlten NBPT-SAMs ursdchlich ist, werden die Kopplungsexperimen-

te zundchst an einem geeigneten Referenz-SAM durchgefihrt. Daflir eignen sich besonders die im

vorigen Abschnitt besprochenen Aminobiphenylthiol-Monolayer (ABPT-SAMs), da sie auch ohne

Elektronenbestrahlung eine hohe Dichte oberflaichengebundener NH,-Gruppen besitzen. Um zu

untersuchen in wie weit sich eine Bestrahlung mit Elektronen auf die Reaktivitat der Aminogruppen

auswirkt, wurden ABPT-SAMs im unbestrahlten Zustand sowie nach der Bestrahlung mit

20 bzw. 40 mC/cm? in Trifluoressigsaureanhydrid gegeben. Um einen zusatzlichen sterischen Effekt

durch das Anhydrid zu untersuchen, werden entsprechende Experimente zusatzlich mit Penta-

fluorpropionsdureanhydrid (PFPA)
(Abb. 88b). Ferner wird die glei-

und Heptafluorbuttersdureanhydrid

(HFBA) durchgefiihrt

che Derivatisierung an bestrahl-
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TFAA, PFPA und HPBA an unbe-
strahlte- sowie bestrahlte ABPT-
SAM gezeigt. Wie erwartet, neh- der Kopplung

men die Fluorintensitdten mit

Abb. 89. Dosisabhangigkeit der Derivatisierung von ABPT-SAMs
mit TFAA, PFBA und HFBA: (a) zeigt die XPS F 1s-Intensitdten nach

und (b) die daraus berechneten, dosisabhangigen

Kopplungsausbeuten der drei Anhydride.
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steigender Dosis ab, da es zu a) 700l ABPT .b) ABPT
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anstatt an einen unbestrahlten

ABPT-SAM an einen mit Abb. 9o. Sterischer Effekt der Derivatisierung von ABPT-SAMs mit
40 mC/cm? bestrahlten ABPT-Film TFAA, PFBA und HFBA: (a) zeigt die XPS F 1s-Intensitdten nach der

. . Kopplung und (c) die daraus berechneten Kopplungsausbeuten
koppelt. Ferner ist die F1s-

der verschieden groflen Anhydride mit steigender Dosis.

Intensitdt umso groéBer, je mehr
Fluor das Derivatisierungsreagenz beinhaltet, was zeigt, dass der sterische Einfluss des Anhydrids
begrenzt zu sein scheint. Um die gemessen Fluorintensitaten mit der Anzahl oberflachengebunde-
ner Aminogruppen des ABPT-SAMs korrelieren und so die Ausbeute der Kopplung bestimmen zu
kénnen, muss die Intensitat des F 1s Signals nach der Kopplung zu der der N 1s-Emission vor der
Kopplung in Beziehung gesetzt werden. Damit wird vermieden, dass die Abschwachung des N 1s
Signals durch das dariberliegende Perfluoramid in Betracht gezogen werden muss. Um das stochi-
ometrische Fluor-Stickstoff-Verhaltnis und damit die Ausbeute der Kopplung zu bestimmen, mis-
sen die F 1s- und N 1s-Intesitdaten jeweils mit ihrem Wirkungsquerschnitt korrigiert werden. Dieser
wird dann durch das stochiometrische Fluor-Stickstoff Verhaltnis dividiert (3 fir TFAA, 5 fir PFPA
und 7 fuir HFBA). Die dosisabhangigen Ausbeuten fir die Kopplung an ABPT sind in Abb. 89b darge-
stellt.

Fiir die Kopplung von TFAA an den unbestrahlten ABPT-SAM ergibt sich eine quantitative Kopp-
lung von 100 %. Es ist zusatzlich erkennbar, dass die GrofRe des Anhydrides doch einen Einfluss auf
die Ausbeute hat. Diese sinkt auf bei 83 % bei PFPA und auf 68 % bei HFBA. Was sich in der vorigen
Abbildung als Trend schon andeutet, wird jetzt deutlich: Ein Absinken der Ausbeute bei steigender
Dosis. Fuir TFAA sind bei 40 mC/cm? nur noch 58 % der NH,-Gruppen erreichbar. Etwas schwicher
ist der Trend ausgepragt fir die gréBeren Anhydride mit 47 % Umsatz fir PFPA und 41 % fiir HFBA
bei Verwendung derselben Dosis.

Da im Fall der unbestrahlten ABPT-SAMs stets die hdchsten Ausbeuten erzielt werden, kann der
geringe Kopplungsgrad bestrahlter ABPT-Filme nicht mit dem sterischen Anspruch der Anhydride
begriindet werden. Tragt man die entsprechenden Kopplungsausbeuten bei konstanter Dosis ge-
gen die GroRe der Anhydride auf (Abb. 90), so erkennt man, dass im Gegenteil der sterisch Effekt
mit zunehmender Dosis sogar kleiner wird (erkennbar an der geringeren Steigung bei en héheren
Dosen ), da die verbleibenden, aktiven NH,-Gruppen weniger dicht gepackt sind und der sterische
Einfluss der Kopplungsreagenzien nivelliert wird (Abb. 90).

Entsprechende Derivatisierungsexperimente wurden auch mit NBPT-SAMs durchgefiihrt. Diese
besitzen im unbestrahlten Zustand keine oberflaichengebundenen Aminogruppen und sollten daher
bei ihrer Derivatisierung kein Fluor im Spektrum zeigen. Dennoch sieht man in Abb. 91a, dass es
auch bei unbestrahlten NBPT-SAMs zu einer gewissen Kopplung von TFAA, PFPA und HFBA ge-
kommen ist. Das ist ein klares Indiz dafiir, dass die Nitrogruppen von NBPT-SAMs auch bei nass-
chemischer SAM-Prédparation zu einem kleinen Anteil reduziert werden. Mit einsetzender Bestrah-
lung steigen die F 1s-Intensitdten nach den Kopplungsexperimenten zunachst steil an und erreichen
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Abb. 91. Dosisabhdngigkeit der Derivatisierung von NBPT-SAMs mit
TFAA, PFBA und HFBA: (a) zeigt die XPS F 1s-Intensitdaten nach der
Derivatisierung und (b) die daraus berechneten Kopplungsausbeu-
bundene Aminogruppen eines ten der drei Anhydride mit steigender Dosis.

NBPT-SAMs gekoppelt wurde.
Wahrend in Abschnitt 5.1.1 das Interesse aber nur auf die Dichte (chemisch aktiver) Aminogruppen
gerichtet war, soll hier zusatzlich die Kopplungsausbeute bestimmt werden. Und da ergibt sich in
Abb. 91b ein eindeutiges Resultat. Wie bei den ABPT-SAMs nimmt auch bei NBPT die Ausbeute der
Kopplung der Anhydride mit steigender Dosis ab. Fiir TFAA beispielsweise ist die Kopplung bei
5mC/cm? annidhernd quantitativ und erreicht bei maximaler Bestrahlung schlieBlich einen Wert
von nur noch ~70 %, was gut mit den Wertes tibereinstimmt, die Eck et al. erhalten haben.”

Die dosisabhdngigen Ausbeuten der Derivatisierungsexperimente von ABPT- und NBPT-SAMs
flihrt zu der interessanten Erkenntnis, dass NH,-Gruppen bei Elektronenbestrahlung nicht nur

Komponente an durch Bestrah-
lung erzeugte, oberflaichenge-

durch strahlungsinduzierte Bindungsspaltung verloren gehen kdnnen, sondern zusatzlich eine
strahleninduzierte Deaktivierung stattfindet. Der XPS-spektroskopisch detektierte Stickstoff bei
399-400 eV besteht also aus Aminogruppen, die flir elektrophile Kopplungsreagenzien zuganglich
sind (aktive Aminogruppen) und einer Stickstoffspezies, die nicht reagieren kann (inaktive Amino-
gruppen). Ob diese nur aus sterischen Griinden nicht zugénglich sind, oder ob es sich um eine
chemisch unreaktive Stickstoffspezies (z.B. tertidre Amine) handelt, kann anhand der durchgefiihr-
ten Experimente nicht ermittelt werden.

Mit Hilfe der Hypothese der inaktiven Aminogruppen erklart sich auch das gréRere Absinken der
Ausbeute von bestrahlten ABPT-SAMs (100 % Ausbeute bei 0 mC/cm? und 58 % bei 40 mC/cm?) im
Vergleich zu den NBPT-SAM (100 % und 70 % bei gleichen Dosen). Im Fall von NBPT-SAMs werden
wahrend der Bestrahlung fortwdhrend neue, aktive Aminogruppen gebildet, wihrend bei den
ABPT-SAMs deren Anzahl festgelegt ist. Daher liegen die Kopplungsausbeuten bei bestrahlten
ABPT-SAMs stets unter denen von NBPT-SAMs, wahrend die Kopplungsdichten bei ABPT wegen der
groRBeren Anzahl aktiver Aminogruppen héher sind.

Es kann festgehalten werden, dass oberflichengebundene Aminogruppen durch Elektronenbe-
strahlung teilweise inaktiviert werden. Das dullert sich bei ABPT-SAMs in einer kontinuierlich ab-
nehmenden Reaktivitdat der vorhandenen Aminogruppen. Das zeigt sich beispielsweise, indem man
P-NIPAM Polymerbirsten auf einem ABPT-SAM wachsen lasst, den homogen durch ein TEM-Grid
bestrahlt wurde (Abb. 92a). Es ergibt sich ein zu NBPT-SAMs inverses Hohenprofil.

Zuletzt in Abb. 92b dargelegt, dass sich auch ABPT-Monolagen wie fiir aromatische SAMs erwar-
tet als negatives Resist-Material fiir der Elektronenstrahllithographie eignen. Nach Bestrahlung
durch eine Maske mit 2 um LochgrofRe kann der Film mit einer Goldatzlosung entwickelt werden
und das Goldsubstrat bleibt nur an den bestrahlten Regionen stehen.
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Abb. 92. (a) AFM Bild von P-NIPAM-Polymerbdirsten auf einem ABPT-SAM, der durch TEM-Grid mit quad-
ratischen Offnungen (10um) bei 50 eV mit 40 mC/cm? bestrahlt wurde; (b) REM Bild von ABPT-SAMs als
negatives Resist Material nach Bestrahlung durch eine TEM-Grid mit 2 um groem L&chern (Quantifoil®
R2/2 ) mit Elektronen der Energie 50 eV als Nachweis einer elektronenstrahlinduzierten Quervernetzung.
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5.2 Biokompatible Nanomembranen auf Basis quervernetzter SAMs

Eine besondere Herausforderung im Grenzgebiet von Oberflachenchemie und Biologie ist die
Herstellung biokompatibler Materialien, die inert gegeniber
unspezifischer Proteinadsorption und Zelladhasion sind. Insbe-
sondere bei der Untersuchung der Struktur von Proteinen, die
mittels eines spezifischen Rezeptors oder Antikérper auf einer
Oberflache immobilisiert sind, ist es wichtig, die Wechselwir-
kung des Proteins mit dem Substrat zu minimieren. Andern-
falls werden die Ergebnisse nicht die tatsdchliche Wirkungs-
weise des Biomolekils widerspiegeln, sondern Artefakte auf-
grund von Denaturierung und Entfaltung des Proteins.

Eine wichtige Methode zur Untersuchung biologischer Pro-
ben wie Proteine, Zellen oder Viren ist die Transmissionselekt-

ronenmikroskopie (TEM)."***° Diese mikroskopische Methode

erlaubt Auflésungen bis in den Sub-Nanometerbereich. Bei ;
Abb.93. Aufbau eines TEM-

Experiments: Ein Elektronenstrahl
und von einem homogenen, hochenergetischen Elektronen- durchleuchtet die auf einem Trager
strahl (50-200 keV) durchleuchtet, der dabei entsprechend Pplatzierte Probe und ein darunter
befindlicher Detektor wandelt die-
sen in ein Bild des Objekts um.

einem TEM-Experiment wird die Probe auf einem Trager fixiert

der Dichte der Probe abgeschwacht und von einem unterhalb

der Probe angebrachten Detektor aufgenommen wird
(Abb. 93). Da bei dieser ,Durchlicht“-Geometrie das Gesamtbild aus Probe und Trager zusammen-
gesetzt ist, muss der Tragerfilm moglichst diinn und hochtransparent fiir Elektronen sein, um die
Information der Probe nicht zu Uberdecken. Daher bestehen kommerziell erhiltliche, befilmte
TEM-Grids meist aus einem ~10 nm diinnen Kohlenstofffilm. Dieser ist allerdings nicht biokompati-
bel. Daher ist es in Hinblick auf die Untersuchung von Proteinen wiinschenswert, einen biokompa-
tiblen TEM-Support zu entwickeln, der die folgenden Eigenschaften aufweist:

» ultradiinn und aus einem Material mit geringer Massenzahl (,,low-Z"“-material)

> freistehend tiber Flichen von mindestens 5 um? um die Membran auf kommerziell erhdlt-
liche Gitterstrukturen (TEM-Grids) spannen zu konnen

» homogenen und amorphen Charakter, um Bildverzerrungen durch georderte, kristalline
Strukturen zu vermeiden

» mindestens eine biokompatible Seite, um die Denaturierung deponierter Proteine zu ver-
hindern.

Als Ansatz zur Herstellung ultradiinner Membranen werden aromatische SAMs verwendet, da
sich diese leicht funktionalisieren und freistehend als Membran praparieren lassen. Folglich besteht
das hier gezeigte Verfahren zur Herstellung biokompatibler Nanomembranen aus zwei Stufen:
Praparation eines quervernetzten, proteinresistenten Films, der dann im nachsten Schritt von
seinem Substrat abgehoben und auf ein TEM-Grid Ubertragen wird.
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5.2.1 PEGylierung selbstaggregierender Monolagen

Biokompatible oder proteinabweisende SAMs sind lange bekannt und bestehen meist aus Oligo-
ethylenglykol-terminieren Alkanthiolen.”” '* **! Dabei sind die Alkylketten fiir die Stabilitat des
SAMs verantwortlich, wahrend die Ethylenglykol-Einheiten (EG-Einheiten) der Grenzflache des
SAMs proteinabweisende Eigenschaften verleihen. Ein System mit Undecanthiol (HS-Cy1H2;-R) als
aliphatischer Gruppe wurde erstmals von PRIME et al. systematisch auf seine proteinabweisenden
Eigenschaften untersucht. Es wurde gezeigt, dass bereits finf EG-Einheiten ausreichen, den SAM
bei einer Gesamtdicke von nur 2 nm gegeniiber der Adsorption von Fibrinogen resistent zu ma-
chen.' Es ist daher konsequent, Polyethylenglykole mit ihren biokompatiblen Eigenschaften an
Amino-terminierte und quervernetzte aromatische SAMs, wie sie im letzten Abschnitt besprochen
wurden, zu koppeln. Wegen ihrer hohen mechanischen Stabilitat sollten die PEGylierten Filme auch
ohne Substrat existieren kénnen und sich fir die Herstellung biokompatibler Membranen eignen.

Dieser Methodologie folgend, besteht die erste Herausforderung darin, ein Verfahren zu entwi-
ckeln, Polyethylenglykole (PEGs) derart an z.B. bestrahlte NBPT-
SAMs zu koppeln, dass der gesamte Film proteinresistent wird. Zur
Herstellung PEGylierter SAMs, also Monolagen mit einer PEG- *
Endgruppe, gibt es grundsatzlich drei Verfahren. Am einfachsten —
ist die direkte Kopplung eines SAM-bildenden Monomers, welches
als Endgruppe bereits eine PEG-Gruppe tragt (Abb. 94a). Solche +
PEGylierten SAMs sind bekannt und kommerziell erhaltlich. Sie
haben einen Undecanthiol-Spacer (elf Methyleneinheiten) und
tragen als Endgruppe 1-8 EG-Einheiten. Diese SAMs sind in der
Literatur vielfach beschrieben und stellen eine sehr bequeme
Moglichkeit zur Praparation biokompatibler Oberflichen dar.'”®
Allerdings lasst sich solches System weder quervernetzen noch
von seinem Substrat abheben und ist daher zur Membranherstel-

a) HS—(CH,),EG,

-SAM—EG,
¢ -SAM—EG,,
t-SAM—EG,,
-SAM—EG,,

(/]

lung ungeeignet. b) EGn c)

Es muss daher ein Verfahren entwickelt werden, einen NBPT- 4\”0 * Y-EG,,
SAM nach der Bestrahlung mit einer PEG-Schicht zu versehen. o]
Dazu kann man die Polymerisation direkt auf der mit einem geeig-
neten Initiator aktivierten Oberfliche des bestrahlten NBPT-SAMs T A I
ausfiihren (,Grafting-From“-Technik, Abb. 94b). Der Vorteil dieses § § § g % g
Verfahrens, das genau dem in Abschnitt5.1.2 durchgefiihrten é é é é é 5'-,

entspricht, liegt in der hohen Dichte der Polymerketten. Von
Nachteil ist, dass es fiir Schichten unter 20 nm schlecht zu kontrol-
lieren und somit fir die geforderten 5-10nm dicken PEG-

Abb.94. Drei Methoden zur
Herstellung PEGylierter SAMs:
(a) direkte Kopplung, bei das
SAM-bildende Monomer bereits
eine PEG-Endgruppe enthalt;
(b) ,,Grafting-From‘“-Methode
bei die Polymerisation der EG-

Schichten nicht geeignet ist.

Als drittes bietet sich an, Polymere mittels ,Grafting-To"-
Methode an die Oberflache zu binden (Abb. 94c). Dabei wird das
entsprechend funktionalisierte Polymer als Ganzes an die Oberfla-

che gekoppelt und man behalt so die vollstéandige Kontrolle Gber
die Eigenschaften des Polymers (Molmasse, Dispersitdt). Es lassen
sich aber mit zunehmender GroRRe des Polymers immer geringere
Kopplungsdichten erreichen, da bereits gebundene Polymere die
Kopplung weiterer verhindern. Dennoch stellt die ,Grafting-To"-

Monomere von der Oberflache
(SAM) aus startet und (c) die
,»,Grafting-To“-Methode, bei der
Polyethylenglykol direkt an eine
Oberfldche gekoppelt wird.
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Abb. 95. ,,Grafting-To“-Kopplung von Polyethylenglykolen an Amino-terminierte Oberflachen (hier iNBPT)
entweder durch Umpolung der Aminogruppen und anschlieRende Addition von PEG (links) oder durch
Kopplung entsprechend funktionalisierter (umgepolter) PEGs an die NH2-Gruppen (rechts).

Methode den einzig gangbaren Weg dar, Polyethylenglykole in kontrollierter Weise und in einer
nur wenige Nanometer diinnen Schicht an bestrahlte NBPT-SAMs zu koppeln.

Polyethylenglykole sind mit ihren endstdandigen Hydroxyl-Gruppen maRige Nukleophile. Genauso
wie die Oberflache bestrahlter NBPT-SAMs, die aufgrund ihrer Aminogruppen ebenfalls nukleophil
reagiert. Um beide Komponenten mit einander zu verbinden, muss daher entweder die Oberflache
oder das PEG umgepolt werden. Da die Kopplung an eine Oberflache der ausbeutebestimmende
Schritt ist, sind hohere Kopplungsdichten zu erwarten, wenn elektrophil funktionalisierte Polyethy-
lenglykole an die Amino-terminierte Oberflaiche gebunden werden (Abb. 95, rechts). Der alternati-
ve Weg, eine Oberflache beispielsweise mit 1,1‘-Carbonyldiimidazol (CDI) umzupolen und dann das
PEG direkt anzukoppeln, ist mit zwei Oberflachenreaktionen verbunden. Erst muss das Umpolrea-
genz mit der Oberflache reagieren und im zweiten Schritt das PEG mit der nun elektrophilen Ober-
flache (Abb. 95, links).

Daher wird das Verfahren der direkten Kopplung verwendet. Nun muss entscheiden werden, wel-
che funktionelle Gruppe (FG) das PEG tragen muss, um moglichst effektiv mit den Aminogruppen
eines bestrahlten NBPT-SAMs reagieren zu kdnnen. Zum einen gibt es hochreaktive Elektrophile
wie Isocyanate oder Saurechloride. Wahrend letztere lGber die entsprechenden PEG-Sauren relativ
einfach in einer zweistufigen Reaktion erhaltlich sind, ist die Darstellung von der PEG-Isocyanate
schwieriger. Ferner sind beide Gruppen aufgrund ihrer hohen Reaktivitat feuchtigkeitsempfindlich
und damit schlecht zu handhaben. Daher wurden Epoxid-terminierte PEGs verwendet, die in einer
einstufigen Synthese aus Monomethoxy-Polyethylenglykol und Epichlorhydrin unter phasenkataly-
tischen Bedingungen zuganglich sind (Abb. 96). Sie sind nicht feuchtigkeitsempfindlich und weisen
bei leicht erhdhter Temperatur eine ausreichende Reaktivitat gegenliber Aminen auf.

Es muss noch diskutiert, welche Molmassen die verwendeten Polyethylenglykole haben mussen.
Die bekannten aliphatischen, PEG-terminierten SAMs (Abb. 94a) ha- o
ben die Eigenschaft, dass sie proteinabweisend sind, wenn die PEG- Meo‘(/\/ )‘H
Schicht aus fiinf und mehr EG-Einheiten besteht, was einer Molmasse §
von 264 g/mol (6x44 g/mol) entspricht. Entsprechend wurde zu-

. . sl . KOH' HZO cl 0
nachst kommerziell erhdltliches, polydisperses Monomethoxy-PEG [Bu,N]CI \/<J
mit einer mittleren Molmasse von 350 g/mol (PEG350) verwendet.

Der gesamte Prozess der PEGylierung von bestrahlten NBPT-SAMs 0
ist schematisch noch einmal in Abb. 97 zusammengefasst: NBPT-SAMs {/\/Ow
werden durch niederenergetische Elektronen von 50 eV bei einer MeO n

Dosis von 40 mC/cm? quervernetzt, wobei gleichzeitig die Nitro- zu Abb. 96. Darstellung Epoxid-

einer Aminogruppen reduziert wird, an die dann Epoxid-terminiertes terminierter Polyethylengly-

Polyethylenglykol gekoppelt wird, um den iNBPT-PEG-Film biokompa- Kkole in einer einstufigen

tibel zu machen. Reaktion aus Epichlorhydrin.
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a) b)
— >
NO, NO, NO, NO, NH, NH,

Abb. 97. Praparation biokompatibler und ultradiinner Filme basierend auf der Kopplung epoxidierter
Polyethylenglykole an bestrahlte NBPT-SAMs: (a) homogene Elektronenbestrahlung von NBPT-SAMs
flhrt zur Quervernetzung und der Bildung oberflachengebundener Aminogruppen (b), an die dann
epoxidiertes Polyethylenglykol mittels ,,Grafting-To*“-Technik gebunden wird (c).

5.2.2 Nass-chemische Kopplung von PEG-Epoxiden an iNBPT-Filme

Der Schritt der elektronenstrahlinduzierten Quervernetzung und Reduktion von NBPT-SAMs ist
bereits vielfach untersucht worden, weshalb hier nicht nadher darauf eingegangen wird. Zudem
unterscheidet sich der Prozesse nur unwesentlich von dem in Abschnitt 5.1 diskutierten fiir CBPT-
Monolagen. Die NBPT-SAMs wurden in allen Experimenten mit einer Dosis von 40 mC/cm? bei

einer Elektronenenergie von 50 eV bestrahlt.

In einem ersten Ansatz wurde versucht, dass PEG-Epoxid nass-chemisch an bestrahlte NBPT-Filme

zu koppeln. Der Erfolg der Reaktion wurde Uber die Zunahme der ellipsometrischen Schicktdicke

quantifiziert und XPS-spektroskopisch verifiziert. Zur Uberpriifung der Proteinresistenz wurden die

nass-chemisch PEGylierten SAMs in einer Pufferlésung mit Fibrinogen als Testprotein inkubiert.

Fibrinogen zeigt eine hohe Neigung, sich auf Oberflachen anzulagern, sodass eine Oberflache als

proteinabweisend angesehen werden kann, wenn sie der Adsorption dieses Proteins widersteht.
Der iNBPT-Film wurde zunachst tGber Nacht bei 40°C in eine 20-prozentige Losung des PEG-

Epoxids (200 mg/ml) mit My=350g/mol
(PEG350-EPX) in Chloroform gegeben, wobei
sich allerdings mit ~4 A nur ein geringfiigiger
Zuwachs der ellipsometrischen PEG-Filmdicke
ergab (Abb.98a). Auch die Resistenz gegen-
Uber der Adsorption von Fibrinogen war mit
einer ellipsometrischen Proteinfilmdicke von
41 A nur umwesendlich geringer als die eines
nicht-PEGylierten  iNBPT-Films  (Abb. 98b).
Deshalb wurde die Konzentration des PEG350-
EPXs in Chloroform auf 400 sowie auf
800 mg/ml erhoéht und die iINBPT-Filme wieder
Uber Nacht bei 40°C reagieren gelassen.
Dadurch lieR sich die Dicke der PEG-Schicht
auf ~8 A verdoppeln, was auch mit einer Ver-
minderung der Fibrinogenadsorption einher-
ging. Dennoch waren die PEG-Filme einem
Proteinfilm von tiber 30 A noch weit von der
geforderten Proteinresistenz entfernt. Darauf-
hin wurde die Kopplung des PEG350-EPX mit
den Konzentrationen 200, 400 und 800 mg/ml
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Abb. 98. Ergebnis der nass-chemische Kopplung von
PEG350-Epoxid an bestrahlte NBPT-Filme: (a) Dicke
des PEG-Films nach der Kopplung bei Variation von
Reaktionstemperatur und PEG-Konzentration; (b)
Dicke der Fibrinogen Schicht nach dem Proteinab-
sorptionsexperiment als MaR fiir die Biokompatibili-
tat des jeweiligen PEG350-iINBPT-Films.




5 Ergebnisse und Diskussion -85 -

in DMF bei einer Reaktionstemperatur a) XPS C 1s b)[xPs: O 1s
von 80 °C durchgefiihrt, was erwar- 1286.4

tungsgemal zu hoheren Kopplungs- INBPT+ : INBPT+

. . . [PEG350EPX "PEG350EPX|
dichten des PEG-Epoxids flihrte. So 800 mg/mi; 800 mg/m;
konnte bei Verwendung einer PEG- 180 °C 8o*C

Losung mit 800 mg/ml die Schichtdicke
auf bis zu 13A gebracht werden.

iINBPT+

Intensitat (w. E.)

. .. . .. iINBPT+
Gleichzeitig war ein Rickgang der PEG350EPX | PEG350EPX
o . I . 800 mg/ml
Fibrinogenadsorption auf nur noch igo,é”gfm" 40 °C
. r_ O ..

22 A zu beobachten. Dennoch lieR sich feeres

trotz Erhéhung der Temperatur auf [INBP T _mrar=s

80°C ein biokompatibler iNBPT-Film i .

mit PEG350-Epoxiden nicht erhalten, - -NBPT*.-A—'

w§sha!b als n?chstes epoxidiertes PEG 591 288 285 282 537 534 531 528
mit einer mittleren Molmasse von Bindungsenergie (eV) Bindungsenergie (eV)
750 g/mol  (PEG750-EPX) verwendet app. gg. (a) XPS C1s-Spektrum eines iNBPT-Films vor und
wurde. Die Reaktion bei 80 °C in DMF nach der nass-chemischen der Kopplung mit einer 80%

PEG350-EPX Losung bei 40°C und 80°C Reaktionstemperatur;
(b) das entsprechenden O 1s-Spektrum.

zeigte, dass es zu einem signifikanten
Anstieg der Schichtdicken auf 14 A
kam. Bei einer Konzentration von 400 mg/ml| wurden 17 A, wahrend es bei einer Erhéhung auf
800 mg/ml zu keiner weiteren Zunahme der PEG-Schichtdicke mehr kam. Offensichtlich fiihrte die
Viskositat der hochkonzentrierten PEG750-EPX Losung dazu, dass die Steigerung der Konzentration

kompensiert wurde.

Das bedeutete aber zugleich, dass mit dem nass-chemischen Verfahren eine weitere Erhéhung
der Molmasse des PEGs nicht mehr zu der bendtigen Steigerung der PEG-Schichten flihren wirde.
Die Losungen wiirden immer viskoser, sodass mit entsprechend niedrigerer Konzentration gearbei-
tet werden muisste. Daher konnte auch bei Verwendung einer PEG2000-EPX-L6sung die PEG-
Schicht auf einem iNBPT-Film nicht Giber 20 A gebracht werden (c=200 mg/ml, T=80 °C, DMF).

Zur Verifikation, dass es sich bei der Zunahme der Schichtdicke chemisch auch wirklich um eine
PEG-Schicht handelte, wurden XPS-Spektren von den PEGylierten NBPT-Filmen aufgenommen. Sie
zeigen die fir Polyethylenglykole typische C 1s-Emission bei ~286.4 eV, dessen Intensitdten mit den
ellipsometrisch ermittelten PEG-Filmdicken korrelierten (Abb. 99a). Ferner ist eine Zunahme der
Intensitdt der O 1s-Emission durch den PEG-Film zu erkennen (Abb. 99b).

5.2.3 Kopplung von PEG-Epoxidn mittels Spincoating-Technik

Die nass-chemischen Kopplungsversuche haben gezeigt, dass eine Erhéhung der PEG-
Konzentration prinzipiell zu einer Erhohung der PEG-Kopplungsdichten auf den iNBPT-Filmen fihrt.
Folglich sollte eine 100 prozentige Losung, also das reine PEG-Epoxid, zu einer maximalen Dichte
flhren. Da die nass-chemische Praparation zu Problemen bei hohen Konzentrationen und gleichzei-
tig hohen molaren Massen des PEG-Epoxids flihrte, musste ein alternatives Verfahren gefunden
werden, welches es erlaubt, die iINBPT-Oberfliche mit dem reinen PEG-Epoxid unabhangig von
seiner molaren Masse in Kontakt zu bringen. Dazu werden die NBPT-SAMs wie beschreiben herge-
stellt und mit 40 mC/cm? bestrahlt. AnschlieRend wird das PEG-Epoxid als 1-prozentige Losung in
Chloroform (10 mg/ml) per Spincoating (4000 rpm) auf den bestrahlten NBPT-SAM gegeben, der so
mit einem ~30A diinnen Film aus PEG-Epoxid bedeckt ist (Abb.100a). Die Aminogruppen des
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iNBPT-Films sind nun in direktem

Legende

Kontakt mit dem reinen PEG-
Epoxid. Unter Schutzgas wird der
PEG-Film bei 80°C an den be-

strahlten NBPT-SAM gebunden
(Abb. 100b). Uberschissiges, Abb.100. Kopplung epoxid-terminierter PEGs an iNBPT-Filme mit-
tels Spincoating-Technik: (a) Spincoating einer Losung des PEG-
Epoxids, (b) thermische Kopplung des Epoxides an die oberfla-
durch Einlegen des SAMs in Chlo-  chengebundenen Aminogruppen des iNBPT-Films und (c) Entfer-
roform oder durch Behandlung nung tberschiissigen PEGs-Epoxids durch Waschen oder Ultra-

im Ultraschallbad wieder entfernt Schallbehandlung.
werden (Abb. 100c).

Nach dieser Methode wurden neben den Epoxid-terminierten Polyethylenglykolen mit den Mol-
massen My =350 und 750 g/mol auch PEG-Epoxide mit 2000 und 10000 g/mol (abgeklrzt mit
PEGx) an bestrahlte NBPT-SAMs gekoppelt. Die jeweiligen ellipsometrisch gemessenen PEG-
Filmdicken nach der Kopplung der Epoxide PEG350-PEG10k sind im Diagramm in Abb. 101a darge-
stellt. Deutlich ist ein Anstieg der Dicke der PEG-Schicht mit zunehmender Molmasse des PEG-
Epoxids erkennbar. Fiir PEG350-iNBPT liegt die Stiarke der PEG-Schicht bei 16 A, und damit ver-
gleichbar mit einer PEG-Schicht, die bei nass-chemischer Praparation maximal erhalten werden
konnte (vergleiche Abb. 98). Aber schon bei PEG750-iNBPT ist mit 21 A eine Zunahme der PEG-
Schichtdicke gegeniiber der nass-chemischen Praparation erkennbar. Besonders deutlich wird der
Erfolg der Spincoating-Methode bei Kopplung von PEG2k- und PEG10k-EPX, bei der PEG Filmdicken
von bis 40 A erreicht werden konnten.

Abb. 101c zeigt die Protein-
Schichtdicken auf den PEGx-iNBPT Fil-
men nach Adsorptionsexperimenten mit

nicht reagiertes PEG-Epoxid kann

S '(CH2)11‘{'°\/‘);0H
S ~(CH £ hon
S -(CH 1t O hon

Fibrinogen. Je dicker der PEG-Film,

desto weniger ist Fibrinogen in der Lage, @) [[JPEGxFim D) 15[@ EGn Fim
B ) a0} auf INBPT %_ auf UDT

auf der Oberfliche zu adsorbieren. 12}
Wichtiger noch ist die Tatsache, dass bei = 30t ol
der Verwendung von PEG2k die Dicke 3 oof % ol
der Fibrinogenschicht nur noch wenige 10 3
A betragt und bei PEG10k keine Adsorp-
. . . . _ 0
tion mehr nachweisbar ist. Damit konn- iNBPT PEG PEG PEG PEG EG1EG2 EG3 EG4 EG5 EG6
te gezeigt werden, dass eine PEG- 350 750 2k 10K

& g ! C) [77] Fibrinogen Adsorption d) 15[ B Fibrinogen Adsoption |

Schicht von >30A ausreicht, die Ober- a0l auf PEGx-INBPT auf EGn-UDT

s . 12¢
flaiche eines bestrahlten NBPT-SAMs 30

biokompatibel zu machen. < < or

Um die Oberflichendichte des PEG- 29[ © 6}

Films und die proteinabweisenden 10 3}

Eigenschaften ndher zu untersuchen, 0 =En o 0

iNBPT PEG PEG PEG PEG EG1 EG2 EG3 EG4 EG5 EG6

wurde entsprechendes Referenzsystem 350 750 2k 10k

herangezogen. Als solches eignen sich ppp, 101, Ellipsometrische Schichtdicken des PEGx/EGn Teils
die schon mehrfach angesprochenen von (a) PEGx-iINBPT-Filmen und (b) Referenz EGn-UDT-
EG-terminierten Undecanthiole vom Typ SAMs; Fibrinogen Schichtdicke auf (a) PEGx-iINBPT-Filmen
EGnUDT, die bis zu n=6 Ethylenglykol- und (d) EGn-UDT-SAMs nach Adsorptionsexperiment.
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Einheiten tragen kénnen (Abb.94 und Abb. 101). Die Pa-
ckungsdichten dieser Monolagen werden fast ausschlief-
lich von dem aliphatischen Undecanthiol-Spacer bestimmt
und sind daher in gewissem Rahmen unabhdngig von
Anzahl und Lange der EG-Einheiten, was sich in einem
anndhernd linearer Zuwachs der PEG-Schicht mit wach-
sender Anzahl der EG-Einheiten widerspiegelt (Abb. 101b).

Interessant ist zudem die Tatsache, dass die EGn-UDT
SAMs schon bei einer Dicke der PEG Schicht von nur 13 A
vollstandig proteinresistent sind (Abb. 101d), wahrend fir
die mittels Grafting-To-Methode hergestellten PEGx-iNBPT
Filme eine PEG-Schicht von mindestens 30 A notwendig ist.
Dieser Zusammenhang wird noch einmal in Abb. 102 ver-
deutlicht, in der die ellipsometrischen PEG-Schichtdicken
von EGn-UDT SAMs und PEGx-iNBPT Filmen sowie ihre
Biokompatibilitdt in einem Diagramm zusammengefasst
sind. Obwohl sich beide Systeme strukturell deutlich un-

40}

30

10p

= 20}

A PEGx-iINBPT
O @ EGn-UDT
protein ,
abweisend
nicht protein-
abweisend /

O/Q

PR .:]Ik
M,, (g/mol)

~100

10k

Abb. 102. Ellipsometrische PEG Schicht-
dicken von EGn-UDT SAMs und PEGx-
iNBPT Filmen in Abhangigkeit der PEG

Molmasse My

zusammengefasst

in

einem Diagramm; proteinabweisende
Systeme sind griin markiert.

terscheiden, besteht ein gewisser Zusammenhang zwischen der Molmasse des PEG-Fragments und

der resultierenden ellipsometrischen PEG-Schichtdicke, der sich darin zeigt, dass fir beide Systeme

die Punkte auf einer Linie liegen (Abb. 102), auch wenn die Filmdicken der PEG-Schicht bei gleicher

Molmasse fiir die EGn-UDT SAMs tendenziell etwas hoher liegen. Im Gegensatz dazu zeigt sich

systemiibergreifend kein Zusammenhang zwischen der Molmasse, der PEG-Schichtdicke und den

proteinabweisenden Eigenschaften (griine und rote Punkte in Abb. 102). Fiir das PEGx-iNBPT Sys-

tem ist zum Erreichen der Proteinresistenz ein betrachtlich dickerer PEG-Film erforderlich.

Es zeigt sich also, dass die ellipsometrische PEG-Filmdicke alleine kein geeignetes Kriterium ist,
um die Biokompatibilitdat der PEGx-iNBPT Filme im Vergleich zu den EGn-UDT SAMs abschatzen zu
kénnen. Eine alternative Betrachtungsmoglichkeit bietet das C 1s XPS-Spektrum, welches exempla-
risch fur EG6-UDT in Abb. 103a gezeigt ist. Das Signal bei 284.6 eV stammt von dem aliphatischen
Undecanthiol-Spacer, wahrend das Signal bei héherer Bindungsenergie von dem Kohlenstoff des

PEG-Films herrihrt. Entsprechendes gilt fir die PEGx-iINBPT Filme. Das Intensitatsverhéltnis der

beiden Signale kann als MaR fir

XPS: C 1s

b

~—

die Oberflachendichte des PEG- a)

Films angesehen werden. Je
hoher diese ist, desto intensiver
ist das C1s-Signal bei ~286¢eV
und desto starker wird das C 1s-
Signal des
Kohlenstofffilms

abgeschwacht.

darunterliegenden
bei ~284eV
Das Verhaltnis
beider Signale ist also umso
groRer, je grofler die Oberfla-
chendichte des PEG-Films

zumal sich fur beide Systeme die

ist,

Intensitaten des reinen Kohlen-
stofffilms (UDT und iNBPT) nicht
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Abb. 103. (a) Die XPS C1s Spektren von EGn-UDT/PEGx-iNBPT zei-
gen zwei charakteristische Emissionen: der Peak bei 286.5 eV
stammt von der PEG-Schicht, der Peak bei 284.5 eV von der
UDT/iNBPT-Schicht; (b) die Intensitatsverhéltnisse der beiden
Kohlenstoffemissionen von (a) in Abhdngigkeit von der Molmasse
des PEG-Films/SAMs.
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wesentlich unterscheiden sollte, da beide eine dhnliche Kohlenstoffdichte aufweisen.

In Abb. 103b sind die Intensitatsverhaltnisse der beiden Kohlenstoff C 1s-Spezies gegen die Mol-
masse fiir beide Systeme aufgetragen. Im Gegensatz zu der entsprechenden Auftragung der ellip-
sometrischen Filmdicken Abb. 102 liegen beide Systeme auf getrennten Geraden. Das Referenzsys-
tem (runde Punkte) zeigt bei gleicher PEG-Molmasse eine deutlich héhere Oberflachendichte der
PEG-Schicht als die PEGx-iNBPT Filme (dreieckigen Punkte). Auf der anderen Seite zeigen beide
Systeme Ubereinstimmend ab einem Verhaltnis der beiden C 1s-Signale von 2.1(+0.1) proteinab-
weisendes Verhalten (griine Punkte).

Dieses Ergebnis zusammen mit den ellipsometrischen Resultaten von Abb. 102 ldsst den Schluss
zu, dass sich beide System vor allem dahingehend unterscheiden, dass bei den per ,,Grafting-To“-
Methode hergestellten PEGx-iNBPT Filmen die PEG Kopplungsdichte geringer ist als bei den Refe-
renz SAMs. Damit die PEGx-iNBPT-Filme ahnliche Proteinresistenz erlangen kdnnen, muss die ge-
ringere PEG-Kopplungsdichte durch eine entsprechend héhere Schichtdickte kompensiert werden,
was durch die Verwendung hohermolekularer (langerer) PEGs erreicht wurde.

Um zu zeigen, dass sich das PEG-Epoxid selektiv an den bestrahlten Stellen ablagert und es zu
keiner Multilagenbildung kommt, wurde wahrend des Elektronenbestrahlung eine Maske auf dem
NBPT-SAM montiert und so ein strukturiertes Muster von Aminogruppen erzeugt, die durch Berei-
che von Nitrogruppen begrenzt sind. Werden die strukturierten SAMs gemal’ der gerade beschrie-
ben Spincoating-Technik PEGyliert, darf sich das PEG-Epoxid nur an den bestrahlten Bereichen
anlagern und die Struktur des TEM-Grids muss sich deutlich als topographisches Profil wiederspie-
geln. In Abb. 104a ist das Rasterkraftmikroskop (AFM) Bild eines NBPT-SAMs gezeigt, der durch ein
TEM-Grid (1000 Maschen pro Zoll) bestrahlt und an den PEG10k-EPX gekoppelt wurde. Deutlich
sind die Locher von den Stegen des Gitters zu unterscheiden. Die Dicke des PEG10k-Films ergibt
sich aus dem Héhenprofil und liegt mit 4-5 nm in guter Ubereinstimmung zu der ellipsometrisch
bestimmten Schichtdicke.

Fir derart strukturiert PEGylierte iNBPT-Filme bietet die Fluoreszenzmikroskopie (FM) eine alter-
native Methode zur qualitativen Abschatzung der proteinabweisenden Eigenschaften. Wird die
PEG-Struktur in eine Pufferlésung mit fluoreszenzmarkiertem Fibrinogen (flIFib) gegeben, setzt sich
das Fibrinogen ausschlieBlich auf den nicht PEGylierten Bereichen ab. Das zeigt sich deutlich in dem
rot-fluoreszierenden  Bereichen

des FM-Bilds in Abb.104b, bei a) s e e & “ b)

der der NBPT-SAM durch eine
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Abb. 104. (a) AFM-Bild und Hohenprofil (entlang der weilen Linie)
nach der PEGylierung eines strukturiert bestrahlten NBPT-SAMs
Fluoreszenzbilder nur durch den mjt PEG10k-EPX; (b) FM-Bild einer eines strukturiert bestrahlten
direkten Intensitatsvergleich und PEGylierten iNBPT-SAMs nach Inkubation in einer Pufferlésung
mit fluoreszenzmarkiertem Fibrinogen (fIFib).

durch die Nahe der Fluorophore
zum Goldsubstrat sehr schwach

(Quenching). Daher lassen solche

strukturierter Oberflachen sicht-

bar machen.
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5.2.4 Priparation und Charakterisierung freistehender, PEGylierter N\anomembranen

Legende
. g

Abb. 105. Praparation freistehender Nanomembranen basierend auf quervernetzten SAMs durch Abl6-
sung von ihrem Substrat: (a) Mittels Spincoating wird PMMA als mechanische Stabilisierungsschicht
aufgetragen; (b) durch Eintauchen in Wasser lasst sich der Silizium-Support von der Goldschicht trennen;
(c) nass-chemisches Auflésen des Goldfilms; (d) zuletzt wird die verbliebende Membran auf eine Git-
terstruktur tibertragen und die PMMA-Schicht durch Eintauchen in Aceton entfernt.

Die Separation des SAM-tragenden Goldsubstrats von seinem mechanischen Support ist der
Schllsselschritt bei der Praparation von Nanomembranen auf Basis quervernetzter, aromatischer
Biphenylthiole (Abb. 105). In der Literatur ist ein Verfahren beschrieben, bei dem das Gold auf
Glimmer als mechanischen Support aufgetragen ist und die Trennung des Goldfilms vom Glimmer
mittels konzentrierter Flusssdure erfolgt (siehe Abb.62 auf Seite 53). Starke Mineralsduren sind
aber mit Polyethylenglykolen nicht kompatibel, da sie zu einer chemischen Zersetzung des Po-
lyethers flihren. Auch wenn die PEG-Schicht durch einen Film aus Polymethylmethacrylat (PMMA)
vor dem direkten Kontakt der Flusssdure geschitzt ist, besteht kein vollstandiger Schutz, da auch
PMMA als Polyester keine ausreichende Stabilitat vor starken Sauren bietet (Abb. 105a).

Es muss daher ein alternatives Verfahren gefunden werden, um PEGx-iNBPT-Filme von ihrem
Substrat abzuheben. Dazu werden 100 nm Gold auf einem Siliziumwafer ohne den sonst verwende-
ten Haftvermittler aufgedampft (PVD) und die SAMs wie gewohnt pradparieret, bestrahlt und PEGy-
liert. Entscheidend ist, dass sich die SAM-tragende Goldschicht durch schrages Eintauchen in Was-
ser von dem Silizium-Support wieder abziehen ldsst (Abb. 105b) und auf der Wasseroberflache
schwimmt, wahrend der Siliziumwafer weiter eintaucht (siehe Abb. 63 auf Seite 53). AnschlieRend
kann die Goldschicht leicht auf eine wassrige Goldatzlésung Gbertragen werden (Abb. 105c). Als
solche eignet sich eine Losung aus KlI/I, (Lugoldsche Losung), ebenso mildere Reagenzien wie basi-
sches KCN oder ein Thiosulfat-Ferricyanid-System.”® **® Nach Auflésen der Goldschicht wird im
letzten Schritt die verbleibende PMMA-geschiitzte PEGx-iINBPT Membran auf eine Gitterstruktur
Gbertragen und das PMMA durch Eintauchen in Aceton restlos entfernt (Abb. 105d).

Im Folgenden werden die Eigenschaften der Membran als Support biologischer Proben in TEM
Experimenten gemadR der am Anfang dieses Kapitels gestellten Kriterien untersucht. Dazu wird
zuerst der Frage nachgegangen, ob sich die Schichtdicke des entsprechenden PEGx-iNBPT Vor-
lduferfilms in der Dicke der Membran wiederfindet. Um diese zu bestimmen, wird die Membran
auf einen polierten Siliziumwafer tibertragen und die Héhe der Membrankante mit einem Raster-
kraftmikroskop bestimmt. Das AFM-Bild in Abb. 106a zeigt einen 40x40 um groRen Ausschnitt der
Kante einer PEG10k-iNBPT Membran, die auf einem Siliziumwafer liegt. Die Membran weist eine
homogene Topographie auf und zeigt keinerlei UnregelmaRigkeiten. Das Hohenprofil an der Kante
ergibt eine Dicke der Membran von 5(+1) nm, was sehr gut mit der ellipsometrisch bestimmten
Schichtdicke des PEG10k-iNBPT Films aus Abb. 101a (bereinstimmt. Die proteinabweisenden Ei-
genschaften der Membran lassen sich mit dieser Anordnung ebenfalls bestimmen. Dazu wird ein
partiell mit der PEG10k-iNBPT Membran bedecktes Siliziumsubstrat in eine PBS-gepufferte Losung
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mit fluoreszenz-markiertem Fibrino-

a) Silizium
support

gen (fIFib) getaucht und anschlieBend
mit destilliertem Wasser gespiilt.
Unter dem Fluoreszenzmikroskop (FM)

ist die Membran deutlich als dunkler PEG10K-INBP

Bereich erkennbar, wahrend die un- — Geglattet

bedeckte Siliziumoberflache aufgrund
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des adsorbierten Fibrinogens rot er-
scheint (Abb.106b). Die PEGI10k-
iNBPT Membran ist also nicht nur
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Abb. 106. (a) AFM Bild einer teilweise auf einen Siliziumsub-
proteinabweisend, sie besitzt zudem strat liegenden PEG10k-INBPT Membran mit dem zugehdrigen
die Fahigkeit, von ihr bedeckte Ober- Hoéhenprofil entlang der Kante (gestrichelten Linie); (b) das
entsprechende FM Bild nach Inkubation in einer L6sung mit
fluoreszenz-markiertem Fibrinogen; das Silizium erscheint
aufgrund von Fibrinogenadsorption rot, wahrend die von der

Aufgrund der extrem geringen Dicke Membran bedeckten Bereiche schwarz sind; (c) das Lichtmik-
der Membran, ist sie unter dem roskopie Bild zeigt nur die Kante schwach sichtbar.

flachen vor unspezifischer Proteinad-
sorption zu schiitzen.

Lichtmikroskop nur an den Randern
schemenhaft zu erkennen (Abb. 106c). Um den Kontrast zu verstarken, ist das Bild im DIC-Modus
(Differentialinterferenzkontrast) aufgenommen, bei dem unterschiedliche Wegldangen des Lichtes
durch ein Material als Helligkeitskontrast wahrgenommen werden. Deshalb ist die Kante der
Membran schwach sichtbar, da es dort bei der Praparation zu Faltungen kommen kann.

Nachdem Dicke und Biokompatibilitat der PEG10k-iNBPT Membran tberprift worden sind, wird
als nachstes ihre Eignung als freistehende Membran untersucht. Erst damit wiirde sich eine Ver-
wendung als Support fir TEM-Experimente er6ffnen. Um eine freistehende Membran zu erhalten,
wird der Film nach dem Abheben nicht auf ein anderes Substrat sondern auf Gitterstrukturen wie
beispielsweise TEM-Grids Ubertragen (Abb. 107a). Dabei handelt es sich um runde Metallgitter mit
einem Standarddurchmesser von 3.05 mm und einer Dicke zwischen 10 -50 um. Sie sind mit ver-
schiedensten LochgroRen und -formen erhaltlich. Im Rasterelektronenmikroskop (REM) lasst sich
die freistehende Membran dann bequem untersuchen. Abb. 107b zeigt eine PEG10k-iNBPT Memb-
ran, die Uber ein TEM-Grid mit quadratischer Lochstruktur der Kantenlange ~ 11 um (1500 Maschen
pro Zoll) gespannt ist. Deutlich zu erkennen sind die von der Membran bedeckten Bereiche, wéh-
rend Areale, in denen die Membran zerstort ist, schwarz erscheinen. Um die Membran im REM
Uberhaupt sichtbar machen zu kénnen, ist
es notwendig, die Energie des Primar-
strahls so niedrig wie moglich zu halten.
Nur so erhdlt man einen ausreichenden
Oberflachenkontrast, um die Membran so
deutlich sichtbar zu machen. Wie in Ab-
schnitt 5.1.2 dargelegt, sinkt die Eindring-
tiefe der Elektronen bei kleiner werden-

der Energie und damit auch die Informa-

Abb. 107. (2) Schema des Transferierens einer PEGylierten
. i Membran auf ein TEM-Grid; (b) Rasterelektronenmikro-
wortlichen  Sekunddrelektronen.  Aus skopie (REM) Aufnahme einer PEG10k-INBPT Membran,
diesem Grund ist das REM Bild in die freistehend iiber ein TEM-Grid mit 1500 Maschen pro

Abb. 107b bei einer Primarenergie von Zoll gespanntist (Energie des Primarstahls 500 eV).

tionstiefe der fur die Detektion verant-
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nur 500 eV aufgenommen ist. Das erklart
auch, dass die von der Membran bedeck-
ten Metallstangen des Gittes nur unwe-
sentlich heller sind als die freistehenden
Bereiche. Allerdings muss man beden-
ken, dass die Fokussierung des Elektro-
nenstrahls bei geringer werdender Elekt-

ronenenergie immer schwieriger wird,

was fur die in diesem Fall hier im Mikro- ‘ 15_6 eV
meter-Bereich gezeigten Abbildungen
unkritisch ist.

Die variable Oberflachensensitivitat
eines Rasterelektronenmikroskops durch

Einstellung der Energie seines Primar-

strahls kann auch ausgenutzt werden, die
Transparenz der PEG10k-iNBPT Memb-
ran zu untersuchen und mit den von

Abb. 108. REM Bilder einer PEG10k-INBPT Membran, die
teilweise (iber die Lécher eines ein TEM-Grids gespannt ist,
befilmtem TEM-Grids zu vergleichen. aufgenommen bei einer Energie des Primarstrahls von (a)
Diese Tragermembranen sind mit ca. 10 0.5 keV und (b) 5 keV; die analoge Aufnahme eines teilwei-
se beschadigten, kommerziell erhdltlichen TEM-Grids mit
einem 10 pm Kohlenstofffilm bei (c) 15 keV und (d) 20 keV.

kommerziell erhéltlichen, Kohlenstoff-

nm etwa doppelt so dick wie eine
PEG10k-iNBPT Membran, was sich in der
Transparenz fir Elektronen widerspiegeln muss. Da sich ein REM vom , Lichtweg” her wie ein Auf-

lichtmikroskop verhalt (Elektronenquelle und Detektor befinden sich im selben Halbraum beztglich
der Ebene der Probe), kann die Transparenz einer Probe nur indirekt bestimmt werden. Dazu wird
die Membran auf ein TEM-Grid gespannt, das dann direkt auf dem Probenhalter montiert wird.
Anschliefend wird ein Bereich auf dem Gitter gesucht, (ber dem die Membran teilweise zerstort ist
(rechte Halfte in Abb. 108a). Durch die Locher kann der Elektronenstrahl jetzt auf die Oberflache
des Probenhalters fokussiert werden, der dann wie ein Spiegel wirkt und die vom Primarstrahl
erzeugten Elektronen (SE und BSE) zurlickwirft. Wird die Energie des Primarstrahls auf 0.50 keV
eingestellt und auf den Probenhalter fokussiert, sind seine Details nur in den Bereichen sichtbar,
die nicht von der Membran bedeckt sind. Sie selber ist flr Elektronen dieser Energie intransparent
und der Bereich erscheint diffus (linke Halfte in Abb. 108a). Wird die Energie des Elektronenstrahls
erhoht, steigt die Eindringungstiefe der Elektronen und die Membran wird allméahlich transparent.
Ab einer Energie von ~5keV ist die Struktur des Probenhalters deutlich durch die Membran hin-
durch zu erkennen (Abb. 108b). Wird das Experiment mit einem kommerziell erhaltlichen, 10 nm
kohlebefilmten TEM-Grid durchgefihrt, zeigt sich eine beginnende Transparenz fiir Elektronen ab
einer Energie von 15 keV (Abb. 108c), und erst bei 20 keV ist die Oberfliche des Probenhalters
auch durch den Kohlefilm zu sehen (Abb. 108d). Es zeigt sich also, dass PEG10k-iNBPT Membranen
eine bedeutend bessere Durchlassigkeit fur Elektronen besitzt als standartmaRig verwendete Koh-
lefilm-Grids.

Eine wichtige Eigenschaft der PEG10k-iNBPT Membranen ist, dass sie eine Oberflaiche mit defi-
nierten chemischen und biologischen Eigenschaften besitzt. Die Membran ist nur auf der PEG-Seite
proteinabweisend, wahrend sie auf der SAM-Seite diese Eigenschaft sicherlich nicht aufweist. In
Bezug auf ihre biologischen Eigenschaften verhalt sich die PEG10k-iNBPT Membran wie eine so
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Abb. 109. Adsorption von Fluoreszenz-markiertem Fibrinogen (flFib) auf PEG10k-INBPT Membranen, die
tiber TEM-Grids gespannt sind und deren Untersuchung unter dem Fluoreszenzmikroskop (FM): (a) fIFib
wurde auf der SAM-Seite aufgetragen und das FM-Bild von SAM- Seite aufgenommen; (b) fIFib wurde auf
die PEG-Seite gegeben und das FM-Bild wurde von der PEG-Seite aufgenommen; (c) das TEM-Grid wurde
als Ganzes in flFib getaucht und das FM-Bild von der PEG-Seite aufgenommen.

genannte Janus-Membran, das heit, sie zeigt unterschiedliche Eigenschaften auf beiden Seiten.
Dieses Verhalten spiegelt sich auch in entsprechenden Proteinadsorptionsexperimenten wieder.

Zum Nachweis der Biokompatibilitat freistehender PEG10k-iNBPT Membranen, wurden etwa
0.5 ul einer PBS-gepufferten Losung mit fluoreszenz-markiertem Fibrinogen (flIFib) auf die SAM-
Seite einer Uber ein TEM-Grid gespannten PEG10k-iNBPT Membran gegeben (Abb. 109a). Nach 30
min wurde das System vorsichtig flir etwa eine Stunde in destilliertes Wasser getaucht und an-
schlieRend unter dem Fluoreszenzmikroskop (FM) von der SAM-Seite beobachtet. Deutlich ist die
Membran aufgrund der roten Fluoreszenz des adsorbierten Fibrinogens sichtbar. Interessanter-
weise sind die Metallstege des Gitters heller als sie Membran selber. Normalerweise wird Fluores-
zenz unterdriickt (gequencht), wenn sich ein Fluorophor in unmittelbarer Nahre einer Metallober-
flache befinden. Diese Schwachung der Fluoreszenz durch die Kupferstege wird anscheinend durch
eine starkere Proteinadsorption auf das Metall kompensiert. Oben links ist ein schwarzer Bereich
zu erkennen, an dem die Membran zerstort ist. Es ist wichtig, dass dieser Bereich wirklich vollstan-
dig dunkel ist, da die schwache Fluoreszenz des diinnen Fibrinogenfilms zu langen Belichtungszei-
ten von 20-60s fuhrt und die Abwesenheit des Lichtsignals anzeigt, dass die Floreszenzen aus-
schlieBlich vom Fibrinogen ausgeht und keine Anteile an eventuell vorhandenem Umgebungslicht
enthalt.

Wird das flFib auf der PEGylierten Seite der PEG10k-iNBPT Membran aufgebracht und im FM auch
von dieser Seite beobachtet, ergibt sich ein komplett anderes Bild (Abb. 109b). Es ist nur eine sehr
schwache Fluoreszenz wahrnehmbar. Das wird besonders durch den hell leuchtenden Fleck deut-
lich, der von einer Verunreinigung stammt und die potentiell moégliche Intensitat der Fluoreszenz
anzeigt. Der Janus-artige Charakter der Membrane bezliglich der Biokompatibilitat zeigt sich ferner,
wenn die Membrane in die fIFib-Losung getaucht wird und von der PEGylierten Seite untersucht
wird (Abb. 109c). Es lassen sich drei Regionen unterscheiden. Die PEG-Seite erscheint jetzt auf-
grund des Fibrinogens, welches sich auf der Rickseite (auf der SAM-Seite) angelagert hat und
durch die Membran hindurch leuchtet, hell. Die Metallstege sind wesentlich dunkler, da die Memb-
rane sie vor Proteinadsorption schiitzt. Zuletzt sind die Bereiche, in denen die Membran beschadigt
ist, wieder schwarz.
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Zuletzt muss noch untersucht werden, ob
sich die PEG10k-iNBPT Membranen als Tra-
gerfilme fir die Transmissionselektronen-

mikroskopie im Allgemeinen sowie zur TEM-
Untersuchung biologischer Proben im Spezi-
ellen eignen. Aufgrund der hohen Stromdich-
te des Elektronenstrahls eines HRTEM Mik- gl .
roskops (~10°A/cm?) sind an Tragerfilme PN AN

hohe Anforderungen beziiglich der Stabilitit Abb. 110. (a) HRTEM-Bild (200 keV) eines ~12 nm gro-
Ren Gold-Nanopartikels (AuNP), der sich auf einer
freistehenden PEG10k-INBPT Membran befindet; der
AuNP besteht aus mehreren Kristalliten (schwarz
sung stabil bleiben. Um einen ersten Ein- umrandet); (b) das Intensitétsprofil entlang der wei-
druck von der Leistungsfahigkeit der PEG10k- Ben Linie in (a) zeigt eine Periodenldnge von 0.24 nm;
(c) das entsprechende FFT Frequenzbild zeigt die
(111)-Ebenen als helle Punkte im Abstand von ~4 nm™.

gestellt. Es muss also immer auch untersucht
werden, wie weit diese wahrend der Mes-

iNBPT Membran zu erhalten, wurden Gold-

Nanopartikel (AuNP) auf ihr deponiert und
im HRTEM untersucht. Aufgrund der hohen Massenzahl von Gold, lassen sich AuNPs gut elektro-
nenmikroskopisch untersuchen. Sie heben sich deutlich von dem Tragerfilm ab, der meist aus ei-
nem Material mit niedriger Massenzahl (Kohlenstoff) hergestellt ist.

In Abb. 110a ist das HRTEM-Bild eines ca.12 nm grofRen AuNP dargestellt, der sich auf einer frei-
stehenden PEG10k-iNBPT Tragermembran befindet. Deutlich ist in Form periodischer Intensitats-
schwankungen die innere Struktur erkennbar, welche sich klar von dem diffusen Hintergrund der
Membran abhebt. Ferner zeigt sich, dass der betrachtete Nanopartikel aus mehreren Kristalliten
besteht. Gold-Nanopartikel ab einer GroBe von ~4 nm sind oftmals polykristallin und weisen keine
spharische Symmetrie mehr auf. Dieses Phdnomen wird in der Literatur als ,Twinning”
bezeichnet.’® Der in Abb. 110a abgebildete Gold-Nanopartikel besteht aus mindestens fiinf dieser
Kristallite, welche vornehmlich entlang einer Kristallebene orientiert sind. Das Intensitatsprofil zeigt
eine periodische Schwankung mit einem konstanten Abstand von 0.24 nm entlang der Minima bzw.
Maxima (Abb. 110b). Dieser Wert stimmt ausgezeichnet mit dem Gitterabstand der Au(111)-Ebene
von 0.236 nm Uberein. Die Dominanz dieser Ebene ergibt sich auch, wenn das Bild mittels Fourier-
Transformation (Fast Fourier Transformation, FFT) in den Frequenzraum Uberfihrt wird
(Abb. 110c). Die weilRen Punkte stellen die Reflexe der (111)-Ebenen im diesem Raum dar (markiert
mit schwarzen Pfeilen) und befinden sind im Abstand von ~4 nm™ zum Reflex nullter Ordnung, der
in der Mitte des Bildes angeordnet ist. Der
Kehrwert dieses Abstandes ergibt wieder
den Abstand der Au(111)-Ebene im Orts-
raum.

Als weiteres Beispiel fiir die Leistungsfa-
higkeit der PEG10k-iNBPT Membran in TEM-
Experimenten, sind in Abb. 111 die HRTEM-
Bilder von Ferritin zu sehen. Ferritin ist ein

Eisenspeicherprotein und besteht aus einem

Abb. 111. (a) HRTEM Bild (200 keV) von zwei Ferritin
) ) 16 Proteinen (Pfeile) auf einer PEG10k-INBPT Membran;
einer Proteinschale umgeben ist.™ Obwohl (b)in dem vergréRerten Ausschnitt ist die innere Struk-
Eisen im Vergleich zu Gold aufgrund seiner tur des Eisenkerns und der Abstand zweier Gitterebe-
nen erkennbar (oben rechts das zugehorige FFT-Bild).

Kern mit bis zu 4500 Eisenatomen, der von

kleineren Massenzahl einen viel geringeren
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Kontrast bei elektronenmikroskopischen Aufnahmen hat, ist die kris-
talline Struktur des Ferritin-Kerns dennoch deutlich sichtbar
(Abb. 111b). Der Abstand zweier Ebenen ergibt sich zu 0.26 nm und
passt damit zu einer (011)-Ebene des Ferrihydrit Kerns.'®® Das Bild
weist zudem eine deutliche Ahnlichkeit mit der theoretischen Simula-

tion eines HRTEM-Bildes von Ferritin auf.* Die Qualitit des hier abge-
bildeten Ferritins ist nicht schlechter als in der Literatur beschriebene

Bilder, die beispielsweise auf deutlich diinneren Graphen Membra- Abb. 112. Strrahlungsbeding-

nen” oder carbenoden Nanomembranen® aufgenommen wurden, te Beschidigung der Memb-

wobei die letztgenannten — im Gegensatz zu den PEGI0k-iNBPT rane im der oberen Hdlfte

Membranen — nur bedingt proteinabweisend sind. ctes Alleles

Die Stabilitat des Supports in HRTEM-Experimenten ist ein wichtiger Punkt. Die starke Fokussie-
rung des Elektronenstrahls fiihrt zu Dosen von mehr als 10° As/cm?. Aufgrund der hohen Energie
des Primarstrahls von 200 keV und mehr ist der Wirkungsquerschnitt der Elektronen entsprechend
gering und die Wirkung der Dosis relativiert sich. Dennoch sind HRTEM-Aufnahmen auf
15-60 Sekunden beschrankt, da es nach langeren Belichtungszeiten zunehmend zur Zerstérung der
Membran kommt (Abb. 112). Ferner zeigt Abb. 112 den geringen Einfluss, den die Membran auf
das Gesamtbild ausiibt. Die Absorption der Membran ist nur geringfiigig Uber der des Vakuums
(zerstorter Bereich).

5.2.5 Zusammenfassung der Ergebnisse PEGylierter Nanomembranen auf SAM-Basis

In diesem Abschnitt wurde gezeigt, dass es moglich ist, Epoxid-terminierte Polyethylenglykole
mittels ,Grafting-To“-Methode derart an oberflichengebundene Aminogruppen eines bestrahlten
Nitrobiphenylthiol-SAMs zu koppeln, dass der Film bei einer Gesamtdicke von nur ~5 nm der un-
spezifischen Adsorption von Fibrinogen widersteht. Zudem konnten die PEGylierte Strukturen auf
lithographisch praparierten NBPT-SAMs hergestellt werden, um so beliebige PEG-Muster im Mikro-
und Nanometer-MaRstab zu erzeugen.

Die wichtigste Erkenntnis dieses Abschnittes aber ist, dass moglich war, die PEGylierten Filme von
ihrem Substrat abzuheben und als freistehende Nanomembran auf ein Gitter zu tibertragen, ohne
dass diese ihre Biokompatibilitat einbiiten. Damit war es gelungen, erstmals Nanomembranen mit
definierten biologischen Eigenschaften zu préparieren. Die Leistungsfahigkeit und Eignung der
Membran als Support in Transmissionselektronenmikroskopie Experimenten wurde anhand von
Gold-Nanopartikeln und dem Eisenspeicherprotein Ferritin gezeigt.
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5.3 Diinne Filme aus quervernetzten Polyethylenglykolen

Die im letzten Abschnitt diskutierten, biokompatiblen Nanomembranen eignen sich wie gezeigt

als vielversprechender Support in biologischen TEM-
Experimenten. Sie bestehen aus einer Doppelschicht,
deren PEG-Halfte der Membran ihre Proteinresistenz
verleiht, wahrend die SAM-Hélfte der Membran mechani-
sche Stabilitdt gibt (Abb. 113a). Solche Membranen sind
zwar mit 5 nm auBerordentlich diinn, aber nur einseitig
proteinresistent. Es liegt daher nahe, eine Membran her-
zustellen, die beide Eigenschaften — Biokompatibilitat und
Proteinresistenz — in einer Schicht vereint. Als Vorlaufer

PEG NMerr2brs,,

dient wieder ein entsprechender, diinner Film, der von
einem Trager abgehoben werden kann. Ziel dieses Ab-

Abb. 113. Schema biokompatibler, PEG-
Nanomembranen basierend auf (a)
quervernetzten, PEGylierten SAMs,

schnitts ist es, einen moglichst diinnen und stabilen Film deren PEG-Seite (blau) proteinabwei-
aus Polyethylenglykol herzustellen, die hochgradig quer- sende ist, wahrend die SAM-Seite (gelb)

vernetzt und trotzdem biokompatibel ist. Ladsst sich der

diese Eigenschaft nicht besitzt; (b) eine
Membran, die nur aus PEG besteht ware

PEG-Film von seinem Tréger wieder abheben, sollten die gagegen beidseitig biokompatibel.

daraus hergestellten Membranen doppelseitig biokompa-
tible sein (Abb. 113b).

5.3.1 Priparation quervernetzter, diinner PEG-Filme

Bei den Stichworten PEG und Quervernetzung gelangt man zunachst zur photoinduzierten Poly-

merisation von Polyethylenglykol-Acrylaten, die haufig zur Praparation von PEG-Hydrogelen einge-

setzt werden. Allerdings weisen PEG-Polymere, deren Monomere nur
aus Monoacrylaten bestehen, keine Quervernetzung auf und die me-
chanische- und Losungsmittelstabilitat ihre Polymerketten rihrt aus-
schlielich von der Verzahnung der Polymerketten her (Abb. 114).
Daher werden solche PEG-Acrylate meist zur Herstellung von Hydro-
gel-Materialien makroskopischer Dimension verwendet.

Mochte man aus PEG-Hydrogelen dagegen diinne Filme oder Schich-
ten herstellen, reicht die einfache Stabilisierung durch Verzahnung der
Polymerketten nicht mehr aus. Es ist dann notwendig, die einzelnen
Ketten chemisch miteinander zu verbinden, also eine Quervernetzung
zwischen den einzelnen Molekiilketten zu schaffen. Dazu kann man als
Quervernetzter ein di- oder multifunktionelles PEG-Acrylat zugegen,
welches bei der Polymerisation zu einer chemischen Kopplung der
Polymerketten und somit zu einer deutlichen Steigerung der Stabilitat
fihrt (Abb. 115). Damit nimmt auch die Loslichkeit des Polymers ab.
Den Grad der Quervernetzung kann man durch den Massenanteil des
Quervernetzers steuern. Maximale Vernetzung wird erreicht, wenn
nur multifunktionelle Macromere (polymerisierbare Mono- oder Oli-
gomere) verwendet werden. Das entsprechende Polymer besteht
dann idealerweise nur noch aus einem einzigen, stark verzweigen
Molekil. Allerdings wird der Vernetzungsgrad bei einem System,
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Abb. 114. Schema der Poly-
merisation von PEG-
Acrylaten zu langen Poly-
merketten ohne intermole-
kulare Quervernetzung.
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welches nur homofunktionelle Gruppen tragt — also nur eine Sorte 0
funktioneller Gruppen — durch eine Art intramolekularen Kurzschluss %)j\ /6\/03\
begrenzt (Abb. 116). Um dem vorzubeugen, geht man am einfachs- 0 n H
ten zu einem Zweikomponentensystem (ber. Dabei besitzt die eine +

Komponente beispielsweise nukleophile funktionelle Gruppen, wah- 0

rend die andere Komponente elektrophile Funktionalititen aufweist. VI\O'{\/O‘)\H/\
So lassen sich bei Verwendung multifunktioneller Substrate hohe mo
Vernetzungsgrade erzielen, da die Macromere nur noch intermole-

kular und nicht mehr intramolekular regieren kénnen. Ubertragen hv

auf die Herstellung hochgradig vernetzter PEG-Filme, missen die
elektrophilen und nukleophilen Polyethylenglykole mindestens zwei
funktionellen Gruppen pro Molekil tragen. Noch besser sind po-
lyfunktionelle Polyethylenglykole, die eine groRe Anzahl identischer,
funktioneller Gruppen pro Molekil enthalten. Sie werden unter dem
Begriff ,STAR-branched PEG" oder , Multiarm-PEG" gefiihrt und sind

mit 4-8 funktionellen Gruppen pro Oligomer ab einer Molmasse von Abb.115. Schema einer Poly-
merisation mit Quervernet-
zer; die einzelnen Polymer-
Fur die folgenden Experimente werden 4-armige STAR-PEGs mit kettern sind chemisch mit

2000 g/mol kommerziell erhiltlich.

einer Molmasse von 2000 g/mol (2 kDa) verwendet, da sie auf der einander verbunden.

einen Seite eine hohen Anzahl funktioneller Gruppen pro Molekiil
bieten, ohne jedoch ihren PEG-Charakter zu verlieren (Biokompatibilitdt). Die eingesetzten STAR-
PEGs bestehen aus der Ketopentose Ribulose, an deren vier OH-Gruppen jeweils eine PEG-Kette
mit etwa 10 EG-Einheiten gebunden und mit einer funktionellen Gruppe terminiert ist. Als nukleo-
phile Komponente kommen Hydroxy- oder Amino-terminierte STAR-PEGs in Frage. Aufgrund der
deutlich héheren Reaktivitdat wurden ausschlieRlich die letztere verwendet (STAR2k-NH,). Als elekt-
rophile Komponente wurden Epoxid-terminierte STAR-PEGs verwendet (STAR2k-EPX). Die Vorteile
Epoxid-terminierter Polyethylenglykole wurden bereits im letzten Abschnitt bei der Kopplung an
oberflaichengengebundene Aminogruppen ausfihrlich diskutiert (Abschnitt 5.2.1). Damit besteht
das Zweikomponentensystem aus Amino- oder Epoxid-terminierten, 4-armigen STAR-PEGs mit
einer Molmasse von 2 kDa (Abb. 117).

Um die beiden Komponenten als diinne Schicht auf einen geeig-
neten flachen Triger aufzubringen, wird wieder das Spincoating- ACYlat=PEG _ PEG-Acrylat
Verfahren verwendet. Dazu werden beide Komponenten in einem
geeigneten Losungsmittel gelst, dessen Wahl dabei auf den Tra- Acylat=PEG PEG—Acrylat
ger angepasst werden muss. Dabei ist von Vorteil, dass sich Po-
lyethylenglykole mit Ausnahme unpolarer Losungsmitteln wie
Kohlenwasserstoffen in nahezu allen organischen Fliissigkeiten
wie auch in Wasser 16sen. Als Substrat kdnnen eine Vielzahl fla-
cher Trager verwendet werden. Gute Resultate hinsichtlich der PEG PEG)
Homogenitat des PEG-Films nach dem Spincoating ergaben sich <
bei Verwendung goldbedampfter Siliziumwafer in Verbindung mit PEG PEG

Chloroform als Losungsmittel fiir die STAR-PEGs. Im Gegensatz zu apb. 116. Intramolekularer ..Kurz-

den SAMs der letzten Kapitel, hat das Goldsubstrat hier einzig die schluss* bei Verwendung homo-

Aufgabe, eine glatte und leicht zu sdubernde Oberfliche bereit zu funktioneller  STAR-PEGs am

stellen. Alternativ konnen in Ethanol geloste STAR-PEGs auch auf el llncs MILEEACH RS
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Abb. 117. Kopplung Amino- und Epoxid-terminierter, 4-armiger STAR-PEGs (STAR2k-NH2 und STAR2k-EPX)
zu einen hochgradig quervernetzten, dreidimensionalen Polyethylenglykol-Netzwerk.

Glas- oder Siliziumsubstrate aufgebracht werden. Allerdings sind PEG-Filme auf Goldsubstraten
wegen der hohen Reflektivitdit des Metalls am zuverldssigsten ellipsometrisch und IRRAS-
spektroskopisch zu charakterisieren. Ferner fiihrt die Leitfahigkeit zu einer Vermeidung von Aufla-
dungseffekten bei rontgenspektroskopischer- und elektronenmikroskopischer Untersuchung (XPS
und REM). Vor allem aber gibt es bei Verwendung des Goldsubstarts eine erfolgreiche Praparati-
onsmethode, den quervernetzten PEG-Film von dem Substrat wieder abzuheben. Daher wurde —
sofern nicht anders erwdhnt — goldbedampfte Siliziumsubstrate verwendet.

Damit dhnelt die Praparation dem in Abschnitt 5.2.3 beschrieben Verfahren zu Kopplung der epo-
xid-terminierter, linear PEGs an die Amino-terminierten iNBPT-Filmen. Die beiden PEG-
Komponenten werden separat in Chloroform geldst, kurz vor Verwendung im Verhaltnis 1:1 ge-
mischt und per Spincoating auf das Goldsubstrat aufgetragen (Abb. 118a). Zur besseren Haftung
werden die Goldwafer vor ihrer Verwendung fiir 15 Minuten mit einer ozonbildenden UV-Lampe
gereinigt und mit Ethanol abgespiilt. Vorhandene organische Verunreinigungen lassen sich so von
der Oberflache entfernen, was zu einer Erhéhung der Reproduzierbarkeit und Homogenitat der
PEG-Filme nach dem Spincoating-Prozess fiihrt. Die thermische Quervernetzung wird genauso wie
die PEG-Kopplung an den iNBPT-Film bei 80°C fir 6 Stunden unter Schutzgas durchgefiihrt
(Abb. 118b). Zur Entfernung von Uberschiissigem PEG werden die Proben schlielRlich fiir 30 Sekun-
den im Ultraschallbad gereinigt, wahrend Proben fiir die Membranpraparation alternativ fiir meh-
rere Stunden in Chloroform gelegt werden (Abb. 118c).

Vo

Substrate Substrate

—

cross-linked PEG layer

Substrate

<

Abb. 118. Praparation diinner, quervernetzter Polyethylenglykol-Filme: (a) Epoxid- und Amino-terminiertes
STAR-PEG wird mittels Spincoating als diinner Film auf ein Substrat aufgebracht und (b) die beiden Kom-
ponenten thermisch bei 80 °C quervernetzt. (c) Nicht reagiertes PEG wird im Ultraschalbad entfernt.

5.3.2 Charakterisierung der PEG-Filme mittels Ellipsometrie und XPS

Die auf Goldsubstraten praparierten PEG-Filme werden als erstes ellipsometrisch bezlglich ihrer
Schichtdicken charakterisiert. Dazu werden ihre Filmdicken direkt nach dem Spincoating-Prozess
und dann noch einmal nach der Ultraschallbehandlung bestimmt. Es zeigt sich ein klarer Zusam-
menhang zwischen den Filmdicken und der verwendeten Konzentration der PEG-L6sung in Chloro-
form. In Abb. 119a sind die entsprechenden Werte bei einer Spincoating-Geschwindigkeit von
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sich erneut ein linearer Zusam-

Abb. 119. (a) Abhdngigkeit der PEG-Filmdicken von der Konzentra-
tion der verwendeten PEG-L6sung nach dem Auftragen auf einen
mischen Werten der Filmdicke Goldsubstrat mittels Spincoating-Technik (dy) und nach Querver-
und der Konzentration. Die Ab- netzung und Ultraschallbehandlung (dys). Materialverlust wahrend
der PEG-Film Prdparation als Differenz der Filmdicken dsc und dys in
Nanometern (b) bzw. in Prozent (¢).

menhang zwischen den logarith-

weichung in Form eines Material-

verlusts ist bei kleinen Konzentra-
tionen am offenkundigsten ausgepragt. Tragt man den absoluten Materialverlust gegen die Kon-
zentration auf, wird ersichtlich, dass die Verringerung der Filmdicken unabhangig von der Konzent-
ration bei 2-3 nm liegt (Abb. 119b). Der auf die Filmdicke nach dem Spincoating-Prozess bezogene,
relative Materialverlust zeigt daher eine deutliche Konzentrationsabhangigkeit (Abb. 119c). Trotz-
dem ist der geringe Schichtdickenverlust nach der Ultraschallbehandlung ein klares Anzeichen fir
die Vernetzung innerhalb der PEG-Schicht. Ohne das Erhitzen wird der Film schon durch bloRes
Abspilen nahezu komplett wieder entfernt. Gleiches gilt, wenn nur eine Komponente aufgetragen
und fiir 8 Stunden bei 80 °C erhitzt wird.

Die einfache Kontrolle der Filmdicke durch Wahl der Konzentration der PEG-Losung erlaubt es,
filmdickenabhangige Entwicklungen der in einem XPS-Spektrum vorkommenden PEG-Signale zu
untersuchen. Abb. 120a zeigt exemplarisch das XPS-Spektrum fiir einen 20 nm PEG-Film, welches
von den Emissionen des Kohlenstoffs (C 1s) und des Sauerstoffs (O 1s) als den einzigen Bestandtei-
len von Polyethylenglykolen dominiert wird. Bei diinnen PEG-Filmen findet sich zuséatzlich noch das
das Au 4f Signal des Goldsubstrates. Die N 1s Emission der Aminogruppen ist so schwach, dass sie
nur in den Detailspektren zu identifizieren ist.

Tragt man die XPS-Intensitdten von Kohlenstoff, Sauerstoff, Gold und Stickstoff gegen die ellip-
sometrisch gemessen PEG-Filmdicke auf, erhdlt einen deutlichen Zusammenhang zwischen der
Intensitat der Emission und der Filmdicke. Der filmdickenabhangige Verlauf der Au 4f-Intensitat in
Abb. 120b deutet auf eine exponentielle Abschwachung des Au 4f Signals mit steigender Filmdicke
wie es flir das XPS-Signal eines Substrats zu erwarten ist, das gemaR Gleichung 10 von einer dar-
Uberliegenden (PEG)-Schicht abgeschwéacht wird. Eine Anpassung der Intensitdtswerte an eine
Exponentialfunktion vom Typ I a exp(-d/A) ergibt die Abschwachungslange A4 4 flir Photoelektro-
nen mit einer kinetischen Energie von ~1170 eV beim Durchgang durch den PEG-Film.

Der Wert der Abschwéachungsléange A gibt die Dicke des Films an, nach der die Intensitat der Pho-
toelektronen bezogen auf einen beliebigen Startwert auf ~ 37 % (%) gesunken ist. Die Abschwa-
chungsldnge ist von der kinetischen Energie der Photoelektronen abhéngig und fiir A4 4rwurde der
Wert 5.0(0.3) nm ermittelt.

In dhnlicher Weise sind in Abb. 120c und d die C1s und O 1s Intensitdaten der PEG-Filme gegen
ihre ellipsometrischen Schichtdicken auftragen. Im Gegensatz zum Substratsignal nimmt hier die
Intensitat mit steigender Filmdicke d gemaR Gleichung 8 zu, da diese Photoelektronen in dem Film
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selber erzeugt werden. Allerdings nahert
sich die Intensitat I aufgrund der Selbst-
abschwachung asymptotisch einem Maxi-
mum an. Mathematisch wird das durch

eine Exponentialfunktion vom Typ:

(Gl.29) Ta[1-exp(-d/A)]

ausgedriickt. Werden die Intensitatswerte
der C1ls- und O 1s-Emission gegen die
ellipsometrische Dicke des PEG-Films aufge-
tragen und an diese Gleichung angepasst,
erhdlt man analog die Abschwachungslan-
gen fiir Photoelektronen mit der kineti-
schen Energie der beiden Emission. Fiir das
C 1s-Signal mit einer Energie von ~970eV
ergibt sich dann eine Abschwéachungsldange
Aczs von 3.9(%0.3) nm und fir das O 1s-
Signal mit der Energie von ~725eV ent-
sprechend eine Abschwachungslange Aois
von 3.3(+0.6) nm. Fir das N 1s Signal des
Stickstoffs sollte eine analoge Beziehung
zwischen Signalintensitdt und Filmdicke
gelten. Abb. 120e zeigt allerdings, dass die
N 1s Intensitaten offenbar unabhangig von
Filmdicke zudem stark

der sind und
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Abb. 120. (a) XPS-Ubersichtsspektrum eines 20 nm PEG-
Films; (b-e) die Au 4f, C1s, O 1s und N 1s Intensitaten der
PEG-Filme aufgetragen gegen die ellipsometrisch be-
stimmte Filmdicke zur Bestimmung der Abschwa-
chungslangen.

schwanken. Der stochiometrische Anteil des Stichstoffs und damit die Intensitdt des N 1s Signals ist

im Vergleich zum Sauerstoff und Kohlenstoff gering. Zudem wird ein vorhandener Trend durch

messtechnische Ungenauigkeiten und Schwankungen innerhalb des Films tGberlagert.

Tragt man die fuir Au 4f, C 1s und O 1s erhaltenen Abschwéchungsléngen Ay, 41, Ac1s und Ao 15 gegen

die kinetische Energie des jeweiligen Emissionen auf, erkennt man, dass die drei Werte ndhe-

rungsweise auf einer Geraden liegen (Abb. 121). Wie erwartet nimmt die Abschwachungslange mit

steigender kinetischer Energie der Elektronen zu und die Informati-

onstiefe entsprechend ab. Interessant ist ein Vergleich der Ab-
schwachungslangen fir die PEG-Filme mit denen, die man fiir SAMs
erhilt (Abb. 121)."** Die Werte sind fiir die PEG-Filme fast doppelt
so groRR wie diejenigen, die fir eine Reihe von Alkanthiol-SAMs
erhalten werden. Der Unterschied resultiert aus einer geringeren
spezifischen Dichte der PEG-Filme. SEAH und DENCH haben einen
empirischen Zusammenhang zwischen der Dichte eines organi-
schen Films p (in g/cm?) und der von der kinetischen Energie E (in
eV) abhingigen Abschwichungsldnge A (in nm) beschreiben:'®

(GL.30)

Mit Hilfe dieser Gleichung und den entsprechenden Abschwa-
chungslangen erhalt man fir die PEG-Filme eine spezifische Dichte
von 0.84(+0.1) g/cm3. Der Wert liegt deutlich unter dem von fes-

A(E)=Yp - [49/E?+0.11-V(E)].
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Abb. 121.  Abhdngigkeit der
Abschwachungsldngen  von
der kinetischen Energie der
Photoelektronen. [A] aus
Referenz [106] und [B] expe-
rimentell ermittelt (4.4.1).
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tem Polyethylenglykol, das eine Dichte von ~1.1 g/cm? hat.

Entsprechende Experimente wurden auch mit PMMA-Filmen durchgefiihrt. ROBERTS et al. haben
PMMA per Spincoating auf Siliziumoberflachen prapariert, die Schichtdicke der Filme ellipsomet-
risch bestimmt und die Intensitit der XPS-Signale in Abhangigkeit der Filmdicke aufgetragen.’® Sie
erhielten Abschwachungslingen, die mit der Dichte von festem PMMA (1.2 g/cm3) konform war.
Eine Erklarung fir die hohen Abschwachungslangen und den daraus resultierenden, scheinbar
geringen Dichten der hier verwendeten PEG-Filme, ist in dem Prdparationsprozess zu finden. Insbe-
sondere bei den diinnen PEG-Filmen kommt es zu einem erheblichen, relativen Materialverlust,
was sich in einer filmdickenabhangigen Dichte der PEG-Filme wiederspiegelt. Diinnere Filme haben
eine geringere Dichte, dickere eine hdhere. Da bei der Bestimmung der Abschwachungslangen aber
vor allem die diinnen PEG-Filme bis 40 nm vertreten sind, geben die erhaltenen Abschwachungs-
langen auch nur die Parameter der diinneren Filme wieder. Bei den PMMA ist eine derartige Ab-
hangigkeit der Dichte von der Filmdicke nicht gegeben, weshalb hier Abschwachungslangen erhal-
ten wurden, die mit der Dichte des festen PMMAs gut tibereinstimmen.

5.3.3 In-situ Charakterisierung der PEG-Filme mittels IRRAS Spektroskopie

Die Quervernetzung kann auch direkt, in-situ mittels Infrarot-Spektroskopie verfolgt werden. Da-

zu wird die Probe auf ein temperaturgesteuertes Heizelement montiert. Dabei handelt es sich um
ein Peltier-Element, an dem zur Temperaturkontrolle zwei Kaltleiter-Widerstande (Pt100) befestigt
sind (Abb. 122d). Die Quervernetzung wird dann unter Vakuumbedingungen (p<1mbar) in der
Messkammer des Vakuum IR-
Spektrometers durchgefihrt. a) —NHz-ST/i\Rzk
Damit konnen wahrend der ~ | EPX-STAR2k
thermischen Quervernetzung
fortwahrend IR-Spektren aufge-
nommen werden, um die Reakti-
on der beiden PEG-Komponenten
auf dem Substrat zu verfolgen.

1147
1123

b) 10 mg/ml (65 nm) £
T=80°C Nl

0 min

2871

60 min

2941

180 min

NE

Absorption (w.E.)

A

Die |F{'SF)(3ktr13r] von S-r/\F{;Zl('El))( 4000 3000 ’H 500 1200 900 965 §2zt0 5;1‘5 890
und STAR2k-NH, werden zu- ) v(1/cm) v (1/cm)
. Cc i — _
nachst separat gemessen und 1.00F pvPy—" d) - ,
sind auf den ersten Blick fast — ! — — _Fitan:
i | it an:
identisch (Abb. 122a). Sie zeigen = 0.75} [c] = [c]/(1+k, 1)
nahezu exakt das fir amorphe 3 ‘l ~k,=0.13 min”
. < 0.50t,
Polyethylenglykole typische Ban- 8 s
denmuster, dessen Zuordnung in ->9< 0.25 ‘.\\
Tabelle 2 zusammengefasst ist.*" S See
166-167 . . . _ W ook ) e R
Dass sich die beiden Spek 0 60 120 180 240

tren nur marginal unterscheiden, t (min)

ist nicht verwunderlich, da der Abb.122. (a) IRRAS Spektren von Amino- und Epoxid-terminierten
iiberwiegende Teil der Molekille STAR-PEGs; (b) detaillierter Ausschnitt des Bereichs der Epoxid-
bande einer Mischung aus STAR2k-NH, und -EXP, deren zeitliche
L Anderung bei 80°C und exemplarisch die Quantifizierung der Epo-
bei 913 cm™ die symmetrische xidbande; (c) zeitabhangiger Verlauf der Intensitét der Epoxidban-
(C-0)-Steckschwingung der Epo- de wahrend des Vernetzungsprozesses; (d) Foto des zum Erhitzen
der Proben verwendeten Peltier Element.

identisch ist. Dennoch lasst sich

xidgruppe identifizieren. Der
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Wellenzahl (Ycm) Zuordnung Wellenzahl (¥cm) Zuordnung
2941 sh Vas(CH,)  sym. stretch. 1147 s V,5(COC) asym. stretch.
2871s vs(CH,) asym. stretch. 1123 sh Va5(COC) (“)
1459 m 6(CH,) scissoring 1041w Va5(COC) (“)
1350 m w(CH,) wagging, gauche 948 m p(CH,) rocking
1326 w w(CH,) wagging, trans 913w Vs(COC)exp  Sym. stretch.
298 m T(CH,) twisting 858 m vs(COC) sym. stretch.
1251 m T(CH,) twisting

Tabelle 2. Infrarot-Bandenzuordnung fiir STAR2k-EPX und STAR2k-NH2. Es lassen sich nahezu alle Valenz-
und Deformationsschwingungen nachweisen (stretch = Streck.; scissoring = Scher.; wagging = Wipp.;
twisting = Dreh.; rocking = Schaukel; w,m,s = schwache, mittlere und starke Intensitat; sh =Schulter).

entsprechende Bereich ist in Abb. 122b noch einmal detailliert dargestellt. Vor dem Erhitzen der
beiden PEG-Komponenten, ist die Bande deutlich zu erkennen. Wird die Probe auf 80°C erwarmt,
beginnen die Aminogruppen mit den Epoxidgruppen unter Ringéffnung zu reagieren und die cha-
rakteristische Epoxidbande verschwindet. Schon nach 60 Minuten hat sie merklich an Intensitat
verloren nach 180 Minuten ist die Bande kaum noch nachweisbar. Trotz der relativ geringen Inten-
sitdt kann die Epoxidbande quantifiziert werden, indem sie an eine Lorentzfunktion angepasst wird.
Die so erhaltenen Flacheninhalte sind ein relatives MaR fiir den Gehalt an Epoxidgruppen innerhalb
des PEG-Films. Tragt man die Werte gegen die Reaktionszeit auf, erhalt man einen Zusammenhang
zwischen Konzentration und Zeit, mit dessen Hilfe sich die Kinetik der Quervernetzung anhand des
Abbaus der Epoxidgruppen beschreiben ldsst (Abb.122c). Um die Reaktionsordnung und Ge-
schwindigkeitskonstante zu bestimmen, werden die Punkte an die entsprechenden Funktionen fir
eine Reaktion erster oder zweiter Ordnung angepasst. Abb. 122c zeigt, dass sich die Punkte gut an
eine Funktion 2. Ordnung vom Typ c=co/(1+ky't) anpassen lassen. Der Geschwindigkeitskoeffi-
zient zweiter Ordnung k, betrdgt dann 0.13 min™ bei 80 °C Reaktionstemperatur. Er ist tempera-
turabhéngig, variiert aber nur wenig mit Filmdicke der PEG-Schicht. Die Reaktion zweiter Ordnung
zeigt zudem, dass der Abbau der Epoxidgruppe intermolekular verlauft und die Epoxidgruppe nicht
thermisch abgebaut wird, was einer Reaktion erster Ordnung entspréache.

5.3.4 Temperaturabhingiges Quellverhalten quervernetzter PEG-Filme

Quervernetze und hydrophile Polymere sind zwar wasserunloslich, trotzdem kdénnen sie zum Teil
betrachtliche Mengen an Wasser aufnehmen. Da sie oftmals eine gelartige Konsistenz aufweisen,
werden sie auch als Hydrogele bezeichnet. Die
Wasseraufnahme ist reversibel und Hydrogele
zeigen durch das eingelagerte Wasser ein
charakteristisches Quellverhalten. Vorausset-
zung dafiir, dass hydrophile Polymere dieses
Verhalten zeigen, ist dass ihre Molekdlstruktur
guervernetzt sein muss. Genau das erfillen
die eben besprochenen PEG-Filme (Abb. 117).
Sie bilden ein dreidimensional verknipftes,

polymeres Netzwerk und es ist daher zu er-

warten, dass auch sie Wasser einlagern und so Abb. 123. Ellipsometrische Messung des temperatur-
abhangigen Schwellverhaltens von PEG-Filmen.

ihr Volumen vergroRern kénnen. Eine Volu-
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menzunahme zeigt sich bei din-

nen Filmen in Form einer Schicht- PEG ]A+B

dickenzunahme, die am einfachs-

ten mittels Ellipsometrie gemessen C ST = ATB o (T |

werden kann. Eine Moglichkeit,

.. s sssnmmans PEG(160)

N ~~PEG(100)

T meee—ePEG(65)]

den Zuwachs zu bestimmen ist, die
Filme einmal an Luft und einmal

unter Wasser zu messen. Aller- :\;"‘HmPEG(so)E
dings erhdlt man dann nur die _i,"\. . |
beiden Extremwerte. \-‘.\! T e sPEG(15),

Daher wurde eine Methode ent- gl TTmee=mPECE)
wickelt, die die Zunahme der PEG- t(s) 0 5-|-. (001)0 15

Filmdicke kontinuierlich bei suk- - -
Abb. 124. (a) Schema der Bestimmung der Schwelleigenschaften

von PEG-Filmen mittels Peltier Element; (b) definierte Tempera-
Die Probe wurde dazu auf einem turpulse des Peltiers und die entsprechende Antwort eines PEG-
Peltier-Element montiert, um so Films durch Anderung seiner Schichtdicke; (c) Ergebnisse kontinu-
ierlicher, temperaturabhdngiger Schichtdickenmessungen von
PEG-Filmen zwischen 6-160 nm.

zessiver Wassereinlagerung misst.

die Dicke des PEG-Film ellipsomet-

risch bei unterschiedlichen Tempe-
raturen T bestimmen zu kénnen (Abb. 123). Unter Normalbedingungen (T,=22°C und einer Luft-
feuchte rh=21 %) hat beispielsweise der in Abb. 124 gezeigte PEG-Film eine Dicke von 101 nm und
selbst bei eine Erhéhung der Temperatur auf tber 80 °C dndert sich diese nur unwesentlich. Glei-
ches gilt auch fiir PEG-Filme mit anderen Dicken. Das bedeutet, dass die Filme unter den genannten
Normalbedingungen keine oder nur unwesentliche Mengen an Wasser gespeichert haben. Wird die
Temperatur des Peltier-Elements dagegen gesenkt, zeigt der Film ab 15 °C einen leichten Anstieg
der der Schichtdicke auf 110 nm (Abb. 124b). Bei weiterer Absenkung der Temperatur auf ~3 °C
erreicht der Film schlieRlich seine maximale Dicke von 198 nm. Ferner ist in Abb. 124b zu erkennen,
dass das Quellverhalten vollstandig reversibel ist und der Film auf Temperaurdnderung im Rahmen
der gezeigten Zeitskala instantan reagiert.

Die Zunahme der Schichtdicke bei sinkender Temperatur resultiert aus einer Adsorption von Luft-
feuchtigkeit in den PEG-Film. Durch die Temperaturerniedrigung steigt direkt Gber der Probe die
relative Luftfeuchtigkeit an, bis sie einen Wert erreicht, bei dem sich der Wasserdampf in dem PEG-
Film abzuscheiden beginnt. Bei 15 °C auf der Probe entspricht das unter den oben genannten Nor-
malbedingungen (22 °C Umgebungstemperatur) einer relativen Luftfeuchte von ~40 % (Abb. 125).
Sinkt die Temperatur weiter, steigt die relative Luftfeuchtigkeit

entsprechend an, was sich ellipsometrisch in einem Anstieg der ‘E 25¢ p
Filmdicke zeigt. Die maximale Filmdicke ist durch die Sattigung @ | v
des PEG-Films gegeben und mit einer unteren kritischen Tempe- &, /'/
ratur (T¢) verknipft, die von experimentellen Parametern wie é 15.'.” ;‘{.') 5
Umgebungstemperatur und relativer Luftfeuchtigkeit abhdngt. & 10} /.,-" 3
Unterhalb dieser Temperatur bilden sich auf der Oberflache des é) 5 _‘,_,»--”’.
PEG-Films zudem kleine Wassertropfen, da der gesattigte PEG- £ 3 ;

@ 06570 15 20 25

Film kein weiteres Wasser mehr aufzunehmen vermag. Fiir den
100 nm PEG-Film entspricht T¢ einer relativen Luftfeuchte von T(°C)

>85 % direkt Gber dem PEG-Film. Adsorption und Verdunstung Abb. 125. Sattigungsmenge von
stehen nicht mehr im Gleichgewicht und es kommt zur Abschei- Y/asserdampfin Luft bei 1013 hPa.
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dung von fllssigem Wasser.

Tragt man die Schichtdicke gegen die Temperatur des PEG-Films auf und setzt die maximale Film-
dicke, die bei T¢ erreicht wird, auf 0°C, erhdlt man fir die verschiedenen PEG-Filme den in
Abb. 124c gezeigten Verlauf. Die Verschiebung der Temperaturskala kann vorgenommen, da es
vornehmlich auf den temperaturabhangigen Verlauf der Filmdicke ankommt und nicht die absolu-
ten Wertepaare von Temperatur und Filmdicke. Dadurch lasst sich die Filmdicke d unabhangig von
den Umgebungsbedingungen in Abhangigkeit von der normierten Temperatur T* darstellen:

(Gl. 31) d(T') =A+ B-exp(-T'/k)

Die Parametern A, B und k beschreiben die Quelleigenschaften des PEG-Films, wobei die Frage zu
klaren ist, in wie weit die einzelnen Parameter von der Filmdicke abhdangen. Der Parameter A gibt
die Filmdicke im wasserfreien Zustand, also bei hohen Temperaturen an, wahrend B die maximal
zusétzliche Filmdicke aufgrund des Anschwellens entspricht (Abb. 124a). Damit ist A+B der Wert
fir eine maximal erreichbare Filmdicke und das Verhaltnis von B zu A kann als Quellverhaltnis
definiert werden. Der Parameter k ist der Kehrwert eines Sensitivitatsfaktor, der beschreibt, wie
empfindlich der PEG-Film auf Temperaturdnderungen reagiert.

Die Schichtdickenabhangigkeit der Parameter A, B und k ist in Abb. 126 aufgetragen. Parameter A
weniger interessant, da er die Filmdicke bei hohen Temperaturen wiedergibt und deshalb einfach
auf sich selber abgebildet wird (griine Gerade mit der Steigung eins). Der Parameter B verlauft ab
einer Filmdicke von 30 nm nahezu analog zu A, was bedeutet, dass sich die Filmdicken durch Was-
sereinlagerung ziemlich genau verdoppeln.

Aussagekraftiger als der Verlauf von A und B selber, ist der des Verhéltnisses B/ A der beiden Pa-
rameter (Abb. 126b). Es kann als ein Quellverhéltnis interpretiert werden, das den maximalen
Zuwachs bezogen auf die Standardfilmdicke bei Raumtemperatur beschreibt. Fiir den diinnsten
PEG-Film mit ~4 nm liegt das Verhéltnis bei rund 2.5 und sinkt dann kontinuierlich, bis es fiir PEG-
Filme ab 30 nm einen Wert von ~ 1.0 annimmt und dann fir alle dickeren Filme konstant bleibt. Es
ist allgemein bekannt, dass das Quellverhéltnis von Hydrogelen von deren Vernetzungsgrad ab-
hangt. Je niedriger dieser ist, desto gréRer das Quellverhiltnis. Ubertragen auf die hier betrachte-
ten PEG-Filme bedeutet das, dass die Quervernetzung bei den diinnsten Filmen am geringsten ist
dann kontinuierlich ansteigt und ab ca. 30 nm dicken Filmen einen Héchstwertwert erreicht.

Interessant ist in diesem Zusammenhang ein Vergleich des Quellverhaltnisses mit Verlauf des re-

lativen Materialverlusts bei der

Praparation der Filme wie er in a)300} » |b) - o (B/A)/A: Schwell-

) ] L e 3.5F verhaltnis
Abb. 119c auf Seite 98 gezeigt war. 100 b },é‘ k (°C) : Parameter

':- - . [~ \\ 7
Dessen filmdickenabhangiger _ sof /,.'9.)’ 3.0 .
Trend ist annahernd reziprok zum E | ,,::" g 2.5} "u, ;
B/A Verhiltnis und damit gleich- y 10 -j:”," 2.0F ) ile® ™
1 .:- ‘ /lli'ﬁ'A:dHﬁTsmp

laufend mit der Quervernetzung. E 2w 15F ]
Die dinnen Filme verlieren nach ol —eA+Bid,
dem Praparationsprozesses auf- 3 10 50 100 200 10 3 10 50100 200
grund unvollstiandiger Querver- dogg (NM) Jpeg (NM)

netzung am meisten Material,
daher
Quervernetzungsgrad und zeigen

haben den niedrigsten

dementsprechend das groRte

Abb. 126. Abhdngigkeit des Schwellverhaltens von PEG-Filmen
unterschiedlicher Dicke ausgedriickt durch die Parameter der
Gleichung 31; (a) Parameter A und B, sowie A+B; (b) Parameter k
und das Verhaltnis der Parameter B und A.
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Quellverhaltnis. Ab 30 nm liegt der Materialverlust bei unter 5 %, was ziemlich genau der Filmdicke
entspricht, ab der das Quellverhaltnis konstant bleibt.

5.3.5 Proteinabweisende Eigenschaften der PEG-Filme

Zu der wichtigsten Eigenschaft von Polyethylenglykolen zahlt die Biokompatibilitdt, also die Ver-
hinderung unspezifischer Proteinadsorption auf ihrer Oberflache. Daher ist es unumganglich, die
hier beschriebenen PEG-Filme unter diesem Aspekt zu charakterisieren. Ein Standardverfahren zur
Ermittlung der Proteinresistenz ist die Untersuchung einer Oberflache mit Hilfe von Proteinen, die
eine starke Tendenz zu unspezifischer Adsorption zeigen. Die Probe wird in eine gepufferte Lésung
des entsprechen Proteins getaucht und anschlieBend mit destilliertem Wasser abzusptlen. Durch
die Scherkrafte des Abspilens werden alle Proteine abgewaschen, die nicht oder nur sehr locker an
der Oberflache haften. Auf ihr verbleibende Proteinmengen lassen sich z.B. ellipsometrisch anhand
einer Schichtdickenzunahme durch den Proteinfilm bestimmen. So wurden in Abschnitt 5.2.3 bei-
spielsweise die PEGylierte SAMs auf ihre Proteinresistenz untersucht. Allerdings ist dieses Verfah-
ren alleine nicht eindeutig und es muss durch weitere Messungen verifiziert werden, dass die zu-
satzliche ellipsometrische Filmdicke tatsachlich aus einem adsorbierten Proteinfilm besteht. Ferner
sind solche Proteinschichten nur wenige Nanometer dick, was die ellipsometrische Bestimmung bei
nativen Filmdicken von bis zu 100 nm wenig zuverldssig macht.

Daher wurden eine anders Verfahren angewendet, um die Menge des auf einem PEG-Film adsor-
bierten Proteins nachzuweisen. XPS-spektroskopisch kénnen Proteine auf Oberflachen anhand des
N 1s Stickstoffsignals quantifiziert und durch C1s Kohlenstoffspektren verifiziert werden. Dabei
muss allerdings beriicksichtigt werden, dass die PEG-Filme aufgrund der verwendeten Amino-
terminierten PEGs schon eine intrinsische Stickstoffmenge beinhalten. Allerdings ist diese relativ
gering und ldsst sich deshalb leicht herausrechen.

Als Testproteine zur Bestimmung der Biokompatibilitat wurde zum einen Fibrinogen verwendet.
Dieses Protein mit einer GroRRe von 340 kDa wird fiir diesen Zweck haufig eingesetzt, da es eine
starke Tendenz aufweist, auf nahezu allen Materialien zu adsorbieren. Oberflachen, die der Ad-
sorption von Fibrinogen widerstehen, kénnen als proteinresistent oder biokompatibel angesehen
werden. Zum anderen wurde Avidin eingesetzt. Dieses mit einer GrofRe von 68 kDa deutlich kleine-
re Protein besitzt eine geringe Tendenz der Oberflachenadsorption, was sich natirlich in entspre-
chenden Adsorptionsexperimenten widerspiegeln sollte.

a) XPS: N 1s PEG Filmdicke: b) —e— Fibrinogen C) 100} —e— Fibrinogen
O onmp — 250} —e— Avidin —_ —e— Avidin

E —10 nm wi ¢ 0 Nisvom X 80}

S [Avidin ~ =50 nm = 200} - PEG-Film =

:: 68 kDa :: o O 60}

T 1 150} =

‘® f/\ ‘B 2 40

= | / \ E e L

—  |Fibrinogen ?’) 50¢ '.‘.\\o,o CIE.) ,,0‘,,.,&‘ ,,,,,,,,,,,,, .
340 kDa gl == SN0 ~ 0 : K—Q\i\—“\\\‘\ *é' ot '*Of\? . .

405 402 399 396 < 0 25 50 75 100 o 0 25 50 75 100

Bindungsenergie (eV) doeerim (NM) docorim (NM)

Abb. 127. Adsorption von Avidin und Fibrinogen auf PEG-Filmen unterschiedlicher Schichtdicke: (a) XPS
N 1s Spektren nach der Proteinadsorption auf Goldsubstraten ohne und mit PEG-Filmen der Dicke 10 und
50 nm; (b) die XPS N 1s Intensitaten aufgetragen gegen die PEG-Filmdicke; (c) der daraus berechnete
Gehalt der Proteinadsorption als MaR fir die Biokompatibilitat der PEG-Filme (gestichelten Line stellt die
Grenze zwischen vorhandener und fehlender Proteinresistenz dar).
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In Abb.127a sind die N1s XPS-

. . a) XPS: C1s Fibrinogen b) XPS: C1s " Avidin
Spektren der Adsorptionsexperimente
von Fibrinogen und Avidin auf PEG-
Filme mit Schichtdicken zwischen 10
und 50 nm gezeigt. Als Referenz fiir eine
hypothetische Filmdicke von null wurde [j |PEG(E0n™ PEG(50nm)
eine gereinigte Goldoberflaiche ohne 3
PEG-Film eingesetzt, dessen Oberfliche ®
wie erV\./a.rtet bei der Adsor.ptl.on sowohl % PEG(20nm) PECT
von Avidin als auch von Fibrinogen die <€
groRten  Stickstoffintensitaten  zeigt.
Deutlich wird zudem, dass mit zuneh- PEG(10nm) PEG(10nm)
mender PEG-Filmdicke die Intensitat des
Stickstoffs abnimmt. In  Abbildung .
Abb. 127b ist das noch einmal verdeut- gg‘; 580 086 283 gg; 589 286 283
licht, indem die Intensitdit des N1s Bindungsenergie (eV) Bindungsenergie (eV)

Signals nach Absorptionsexperimenten Abb. 128. XPS C1s Spektren nach der Adsorption von Fibri-
auf sechs verschiedene PEG-Filme auf- nogen (links) und Avidin (rechts) auf Goldsubstraten ohne

getragen ist. Aufgrund des inhdrenten und mit PEG-Filmen der Dicke 10, 20 und 50 nm.
Stickstoffgehalts der PEG-Film, gehen
die Intensitdten auch bei vollstandiger Proteinresistenz nicht gegen Null, sondern verbeiben ober-

halb des schraffieren Bereichs. Wird die Stickstoffintensitdt um diesen Offset korrigiert und auf den
Wert der maximalen Adsorption bei reinen Goldoberflaichen normalisiert, erhalt man ein Mal§ fiir
den Proteinadsorption auf dem PEG-Film und damit seiner Biokompatibilitat (Abb. 127c). Klar zu
erkennen ist die starkere Tendenz von Fibrinogen, sich auf Oberflachen abzusetzen. Die PEG-Filme
ab einer Dicke von 10 nm sind resistent gegeniber der Absorption von Avidin (weniger als 10 %
Proteinadsorption beziiglich einer nicht-PEGylierten Oberflache), wahrend bei Fibrinogen fir die
gleiche Proteinresistenz mindestens eine Filmdicke von 50 nm notwendig ist.

Um zu zeigen, dass das zusatzliche N 1s-Signal tatsachlich von der Adsorption der Proteine her-
rihrt, wurden zusétzlich die C 1s Kohlenstoffspektren herangezogen (Abb. 128). Als Referenz dient
wieder eine reine Goldoberflache. Die Form dieser C 1s Signale ist charakteristisch fiir Proteine. Im
Fall der Fibrinogenadsorption sieht man nur bei dem PEG-Film mit 10 nm noch adsorbiertes Fibri-
nogen, wahrend sich bei dickeren Filmen die Signale von Fibrinogen nicht mehr von Hintergrund
der C 1s Signale des PEGs unterscheiden lassen. Gleiches gilt flir Avidin. Aufgrund der geringeren
GroRe und Adsorptionsneigung ist schon bei PEG(10nm)-Filmen das Avidin-Signal kaum noch zu
erkennen.

Aus den C 1s-Spektren leitet sich ferner ab, dass mit zunehmender Filmdicke das Maximum des
C 1s-Signals des PEG-Kohlenstoffs zu héheren Bindungsenergien wandert. Die durch die Rontgen-
strahlen in Goldsubstrat erzeugten Elektronen (Photoelektronen, BSE und SE) kbnnen bei steigen-
der Filmdicke den Bereich der XPS-Informationstiefe nicht mehr erreichen, um den Verlust an
Photoelektronen in dieser Schicht zu auszugleichen. Die oberste Schicht |adt sich daher immer
starker auf, je weiter sie vom Substrat entfernt ist.
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5.4 Verhalten quervernetzter PEG-Filme bei Elektronenbestrahlung im UHV

Eine wichtige Eigenschaft von Polyethylenglykol-Filmen ist ihre Reaktion auf Bestrahlung nieder-
energetischer Elektronen (< 20 keV). Ein derartiges Verhalten ist bis jetzt in erster Linie an PEG-
terminierten, aliphatischen SAMs (vom Type Abb. 94a) in Bezug auf strahlungsinduzierte Verande-
rung der Proteinresistenz untersucht worden. So konnte festgestellt werden, dass ~2 nm dicke
Ethylenglykol-terminierte SAMs bereits nach der Elektronenbestrahlung mit einer Dosis von nur
0.5 mC/cm? bei 50 eV ihre Proteinresistenz gegeniiber Fibrinogen und Avidin verlieren.® Dieses
Verhalten wurde vor allem mit dem Verlust von Ethylenglykol begriindet. Bei den kurzen EG-Ketten
der verwendeten SAMs reicht schon der Bruch einer (C-C)- bzw. (C-O)-Bindung aus, um das ent-
sprechende Fragment von der Oberflache zu 16sen und dass der verbleibende Teil des SAMs nicht
mehr proteinresistent ist. Die hier prasentierten PEG-Filme sind aber wesentlich dicker
(10-100 nm), sodass eine Elektronenbestrahlung die Filmdicken zwar verringert, es sollte aber
genligend PEG-Material vorhanden ein, damit der Film trotz Elektronenbestrahlung weiterhin
proteinresistent bleibt.

In diesem Abschnitt werden zunachst die Auswirkungen der Bestrahlung auf Schichtdicke und
chemische Zusammensetzung mittels der Standardmethoden zur Oberflachenanalyse wie XPS,
NEXAFS und IRRAS untersucht. Anschlielend werden die Auswirkungen der Bestrahlung auf die im
letzten Kapitel besprochenen Eigenschaften der PEG-Filme wie den Quelleigenschaften und der
Proteinresistenz diskutiert. Ferner wird ein Einfluss der Elektronenbestrahlung die Benetzbarkeit
der PEG-Filme gezeigt.

5.4.1 In-situ XPS-Messungen und Elektronenbestrahlung.

XPS ist die einfachste spektroskopische Methode, um Infor-

. .. . . . XPS: Ubersicht PEG(40nm
mationen lber die Auswirkungen einer Elektronenbestrahlung ( )

auf die chemische Zusammensetzung einer Oberflache zu ge-

O 1s

winnen. Die PEG-Filme werden dazu mit einer Elektronenkano-
ne unter UHV-Bedingungen bestrahlt und anschlieRend in der- Au 4f

selben Vakuumkammer XPS-spektroskopisch untersucht. Die

Intensitat (w.E.)

Spektren der unbestrahlten PEG-Filme sehen ab einer Dicke von

etwa 20 nm aufgrund der Selbstabschwachung der XPS-Signale

nahezu identisch aus. In Abb. 129 ist exemplarisch das XPS- 800 Biﬁ%%ngst?‘loergig?gw 0

Spektrum eines 40 nm dicken PEG Films dargestellt. Das Spekt- s 5, )05 Ui e
rum wird von dem O 1s Sauerstoffsignal bei ~534 eV und dem  gjnes 40 nm dicken PEG-Films auf
des C1s Kohlenstoffs bei ~286 eV dominiert. Bei PEG-Filmen einem Goldsubstrat.

mit weniger als 20 nm kommt zuséatzlich bei 84.0 eV noch das

Au 4f-Signal des Goldsubstrats zum Vorschein. Ferner zeigen sich zwei weitere, schwache Signale
bei 100 und 160 eV (Si 2s und Si 2p), die von einer Verunreinigung im STAR2k-Epoxid stammen und
héchstwahrscheinlich von Uberresten einer sdulenchromatographischen Reinigung bei der Herstel-
lung des PEG-Epoxids herriihren. Da der Anteil des Siliziums bezogen auf Kohlenstoff und Sauer-
stoff im Promillebereich liegt, wurde die Verunreinigung bei der weiteren Betrachtung vernach-
lassigt und auch nicht versucht, diese zu entfernen.

Im C 1s-Detailspektrum des unbestrahlten PEG-Filmes sieht man, dass es aus zwei Signalen be-
steht, die von zwei Kohlenstoffspezies stammen (Abb. 130, unten). Ein starkeres Signal bei 286.4 eV
(blau), welches typisch fir den Kohlenstoff einer Ethergruppe ist, sowie ein deutlich schwacheres
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bei 284.4 eV (grau), das von einer aliphatischen Kohlenstoffspezies —

. . ) o o XPS: C 1s PEG(40nm)
stammt, an die kein Heteroatome gebunden ist. Mit einer Intensitat C 1s(C-C).

von <10 % beziglich der Gesamtkohlenstoffintensitdten ldsst es sich
dem Kohlenstoffgeriist, an dessen Armen die vier PEG-Ketten han-
gen, zuordnen (Abb. 117).

Wird der PEG-Film mit Elektronen von 50 eV bestrahlt, erfahrt das
C 1s-Spektrum offenkundige Veranderungen. Schon bei einer relativ
geringen Dosis von nur 2 mC/cm? hat das PEG-Kohlenstoffsignal bei
286.4 eV zugunsten des aliphatischen Kohlenstoffsignals bei 284.4 eV
abgenommen (Abb. 130, Mitte). Bei noch hoheren Bestrahlungs-
dosen sinkt das Signal der PEG-Kohlenstoff weiter, wahrend die In-
tensitat des aliphatischen Kohlenstoffs entsprechend zunimmt
(Abb. 130, oben). Betrachtet man das O1s Sauerstoffspektrum,
nimmt auch die Sauerstoffintensitdt wahrend der Bestrahlung ab
(Abb. 131a). Fur die Au 4f-Spektren des Goldsubstrats ergibt sich
dagegen ein umgekehrtes Bild (Abb. 131b). Wahrend sich fir den
unbestrahlten 40 nm PEG-Film noch kein Au 4-Signal nachweisen
lasst, sind nach der Bestrahlung mit 20 mC/cm? bzw. 40 mC/cm?
schwache, aber dennoch deutlich erkennbare Goldsignale nach-
weisen. Die Intensitdt nach der Bestrahlung mit 40 mC/cm? ent-
spricht ungefdahr der Schichtdicke eines unbestrahlten Films mit
28 nm, d.h. der PEG-Film hat durch die Bestrahlung circa 30 % an
Material bzw. Schichtdicke verloren.

Klarer wird dieses Verhalten, wenn man die Signalparameter der

C 1s(C-0} /

30 mC/cm?2

Intensitat (w.E.)

unbestrahlt

292 288 284

Bindungsenergie (eV)
Abb.130. XPS C1s De-

tailspektren eines 40 nm
PEG-Films vor der Bestrah-
lung (unten) und nach
einer  Elektronenbestrah-
lung mit 2 mC/cm? (Mitte)
und 30 mC/cm? (oben).

XPS-Emissionen (Flacheninhalt, Peak-Position und Halbwertsbreite) gegen die Bestrahlungsdosis
auftragt. Betrachtet man zunachst die Au 4f Signale des Goldsubstrats wird sofort einen Trend
sichtbar. Aufgrund der geringen Informationstiefe des Goldsignals, ist es bei einem 40 nm PEG-

Filme im unbestrahlten Zustand noch nicht identifizierbar. Erst ab einer Dosis von 10 mC/cm? ist die

Filmdicke soweit gesunken, dass ein quantifizierbares Au 4f-Signal erhalten wird. Um einen klare-

ren Trend bei steigender Dosis zu erhalten, wurde der Schichtdickenverlauf zunéchst an einem

20 nm PEG-Film bestimmt, da dieser Film schon im unbestrahlten Zustand ein ausreichend intensi-
ves Goldsignal hat. In Abb. 132a ist der aus der Abschwachung des Goldsignals berechnete Verlauf
Filmdicke flr einen 20nm und 40 nm PEG-Film in Abhangigkeit von der Bestrahlungsdosis gezeigt.

Die fur die Berechnung bendtigten

" ; XPS: 0 1 PEG(40 XPS: Au 4f PEG(40
Abschwachungslangen wurden aus a) ® ) (4onm) b) . (4onm)
Abb.120 entnommen. Schon bei ‘l‘lljnbestrah\t 40 mClem?
kleinen Dosen kommt es zu einer H h
starken Abnahme der Filmdicke, 2 f\ 2

. = | o

sodass nach einer Bestrahlung von % / I %

10 mC/cm? etwa % des PEG-Films S S
verloren gegangen ist. Bei fort- © / o] £ | KAURATTIOGR
540 535 530 525 95 90 85 80 75

dauernder Bestrahlung nimmt die

Dicke anndhernd linear ab, bis sich Bindungsenergie (eV)

Bindungsenergie (eV)

bei einer Dosis von 55mC/cm? die
urspriingliche Filmdicke halbiert hat.

Abb. 131. (a) O 1s Sauerstoff- und (b) Au 4f Goldspektren eines
40 nm PEG-Films vor und nach der Bestrahlung mit Elektronen.
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Ein Sattigungsbereich ist im be-

a) o PuH b) 120fc7s PEG(40nm)]
. . prg il
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nen im Vergleich zu anderen Poly-
merfilmen einzuschitzen ist, muss  Abb.132. Verdnderungen in der Oberflichenzusammensetzung
eines 40 nm PEG-Films bei Elektronenbestrahlung mit (50 eV):
(a) Abnahme der Schichtdicke ermittelt anhand der Abschwa-
chung des Au 4f Signals des Substrats; (b-c) normierter Intensi-
Filmdicke durch die Elektronen- té&tsverlauf beiden im XPS Spektrum vorkommenden C 1s Koh-
bestrahlung ist eine detaillierte lenstoffspezies und des O 1s Sauerstoffsignals; (d) Verlauf der
aus C1s- und O 1s-Intensitdten berechneten Kohlenstoff-zu-
Sauerstoff Verhdltnisse.

noch untersucht werden.
Wichtiger als die Betrachtung der

Untersuchung, wie sich die Oberfla-

che chemisch und strukturell ver-
andert. Naiv kdnnte man zundchst annehmen, dass der Elektronenstrahl unselektiv Bindungen
spaltet, die Oberflache sukzessive abtrdagt und nach Beendigung der Bestrahlung der PEG-Film
einfach nur diinner geworden ist. Aber schon ein Blick auf das XPS C 1s Spektrum (Abb. 130b) zeigt,
dass sich auch die chemische Struktur der Oberflache durch die Bestrahlung erkennbar verdandert
hat. Der prozentuale Anteil an PEG-Kohlenstoff bei 286.4 eV nimmt bei einsetzender Bestrahlung
zunachst signifikant ab. Betragt der Anteil dieser Kohlenstoffspezies bei unbestrahlten PEG-Filmen
noch 88 % des Gesamtkohlenstoffgehalts, so sinkt er bereits nach einer Dosis von 10 mC/cm? auf
~40 % und bei weiterer Bestrahlung auf Werte unter 22 % (Abb. 132b). Im Gegenzug steigt der
Anteil an aliphatischem Kohlenstoff bei 284.4 eV von anfangs 12 % auf fast 80 % bei maximaler
Bestrahlungsdosis. Interessanterweise nimmt die Gesamtkohlenstoffintensitat, also die Summe
beider Signale, sogar leicht zu. Das kann durch die strahlungsbedingte Abnahme des Sauerstoffge-
halts auf etwa 65% der Ursprungsintensitdt (Abb. 132c) erklart werden, da im Gegenzug die
Selbstabschwachung des Kohlenstoffs durch den Verlust an Sauerstoff verringert wird.

Das stochiometrische Verhaltnis der Kohlenstoffspezies bei 286.4 eV zum Sauerstoff bei 534 eV
hat bei unbestrahlten PEG-Filmen den Wert 2.05:1 und entspricht somit anndahernd dem Idealver-
héltnis 2:1 flr Polyethylenglykole (Abb. 132d). Es kann daher davon ausgegangen werden, dass das
C1s-Signal bei 286.4 eV und das O1s-Signal in der Tat eindeutig dem PEG zuzuordnen sind. Durch
die Bestrahlung nehmen nicht nur beide Signale ab, auch ihr Verhaltnis verschiebt sich zu einem
Wert von ungefahr eins. Es findet sich in den XPS-Spektren also fir jedes Sauerstoffatom nur noch
ein Kohlenstoffatom mit einer Bindungsenergie von 286.4 eV. Das wirft die Frage auf, in welcher
chemischen Form der verbleibende Sauerstoff vorliegt, da es bei einer (C-O-C)-Ether-Bindung fir
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jedes Sauerstoffatom genau zwei Kohlenstoffatome im Bereich 286.4 eV geben muss. Das beobach-
tete stochiometrische Verhaltnis von ~ 1.0 passt demnach nicht zu einem Polyether. Der Sauerstoff
dirfte daher in Form von Hydoxyl- oder Carboxylgruppen bzw. als Ester, Keton oder Aldehyd vor-
liegen. Das lasst sich beispielsweise mittels Infrarotspektroskopie klaren (siehe nachster Abschnitt).
Allerdings deutet die Abwesenheit eines C 1s Signals um 288 eV bei der in-situ Messung darauf hin,
dass bei der Bestrahlung nur sehr wenig Carboxyl- oder Estergruppen entstanden sein kénnen.

Zusammenfassend kann bis hier festgehalten werden, dass die PEG-Filme bei der Elektronen-
bestrahlung nicht einfach gleichmaRig abgetragen werden, sondern dass zusatzlich die PEG-
typischen C 1s- und O 1s Signale — wenn auch in unterschiedlicher Starke — abnehmen und gleich-
zeitig nicht-heteroatomgebundener, aliphatischer Kohlenstoff entsteht.

Zunachst ist bekannt, dass ein Heteroatom bei Elektronenbestrahlung die Bindungsspaltung eines
zu ihm a-stiandigen C-Atom fordert.'®® Da in Polyethylenglykolen alle Kohlenstoffatome a-stindig
zu einen Heteroatom (Sauerstoff) stehen, erklart sich die hohe Empfindlichkeit der PEG-Filme auf
Elektronenbestrahlung. Der Elektronenstrahl bricht die chemischen Bindungen innerhalb des PEG-
Films, dessen Fragmente teilweise ins Vakuum diffundieren kénnen und so zu der beobachteten
Verringerung der Schichtdicke fiihren. Die verbleibenden Fragmente ordnen sich umgehend so neu
an, dass die entstehende Struktur einen deutlich héheren Anteil an (C-C)-Bindungen aufweist, was
den Anstieg der aliphatischen Kohlenstoffspezies bei 285.4 eV erklart. Diese Struktur ist zudem
stabiler gegentiber Elektronenbestrahlung, da sie weniger Kohlenstoffatome mit a-standigen Hete-
roatomen besitzt. Daher reichert sich diese chemische Struktur mit zunehmender Bestrahlung an,
was zudem die gesteigerte Stabilitdt des Films ab einer Bestrahlungsdosis von ~10 mC/cm? erklart
(Abb. 132a). Der verbliebene Sauerstoff sollte vornehmlich in Form von Hydroxyl-Gruppen ange-
ordnet sein, was zumindest der beobachteten C:0 Stéchiometrie von 1:1 (neben dem aliphatischen

a) [xPs:Cis lin-PEG2k(0.70) XPS: C s lin-PEG2K(0.70) d XPS: Au4f  lin-PEG2k(0.70)
c 100} -
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—_ - e L e-- — = — o
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- 9 v '6 60.
T S A0 E
E 2 mesz g 20} / C(pEG) |-|_- 40}
@ °» ; T-e-d £
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—_ [} L s s L L 4 5§ 20k " " L L s L
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Abb. 133. Auswirkung der Elektronenbestrahlung auf einen Film bestehend aus linearem PEG der Molmas-
se 2000 g/mol: (a) C1s-Spektren des PEG-Films vor und nach der Bestrahlung mit 2 bzw. 20 mC/cm?; (b)
Konturdiagramm der Dosisabhdngigkeit der C 1s-Spektren; (c-e) Dosisabhangigkeit der beiden C 1s Signa-
le, sowie der O 1s- und Au 4f-Signales; (f) dosisabhéngiger Verlauf des Verhaltnisses von C 1s(286) zu O 1s.




5 Ergebnisse und Diskussion -111-

Signal nur noch eines fir Ether oder Alkohole) und dem O 1s Spektrum (nur eine Sauerstoffspezies
fur Ether oder Alkohole) entspricht.®® Ferner geben die XPS-Spektren kein Anzeichen fur die Anwe-
senheit von Carbonylbindungen.

Um die Hypothese zu bestatigen, dass die strahlungsinduzierten Verdanderungen in der strukturel-
len Natur der Polyethylenglykole zu suchen sind, wurde ein Kontrollexperiment mit einem PEG-Film
durchgefiihrt, der aus linearem, nicht quervernetztem PEG der Molmasse 2000 g/mol (lin-PEG2k)
besteht. Der Film wurde wie beschrieben per Spincoating prapariert. Im Gegensatz zu den bisher
betrachteten STAR-PEG-Filmen ist dieser Film aus linearem PEG natirlich gegeniiber Losungsmit-
teln unbestandig, er weist aber kein aliphatisches Geriist auf, was sich deutlich in seinem C 1s XPS
Spektrum in Abb. 133a zeigt. Im Gegensatz zu dem STAR-PEGs in Abb. 130, hat das lineare PEG nur
ein einziges Kohlenstoffsignal bei 286.1 eV auf, der aliphatische Buckel bei ~285 eV fehlt komplett.

Werden diese Filme bestrahlt, entsteht wie bei den quervernetzten PEG-Filmen eine zweite Koh-
lenstoffspezies bei 284.4 eV, wahrend der PEG-Kohlenstoff bei 286.1 eV entsprechend abnimmt.
Tragt man die ibrigen Parameter wie Kohlestoff- und Sauerstoffgehalt (Abb. 133b und c), sowie die
Abnahme der Filmdicke (Abb. 133e) und des C 1s(PEG):0O 1s Verhaltnis (Abb. 133f) auf, sind die
Unterschiede zwischen den Filmen aus thermisch quervernetztem STAR-PEG und denen aus nicht
guervernetztem, linearem PEG marginal. Damit ist offensichtlich, dass die Veranderungen der PEG-
Filme nur durch die chemische Struktur der PEG-Ketten selber bestimmt sind und der Quervernet-
zungsprozess keine Rolle spielt. Daher ergeben sich auch die nur geringfliigigen Unterschiede der
Bestrahlungsmuster bei Filmen unterschiedlicher Schichtdicke.

Es verandern aber wahrend der Bestrahlung nicht nur die Intensitdten der C 1s- und O 1s-Signale,
sondern auch die Halbwertsbreiten (full width at half maximum, FWHM) und die Positionen der
Signalmaxima. In Abb. 134a und b ist der dosisabhdngige Verlauf der Halbwertsbreite der C 1s- und
O 1s-Emission zu erkennen, der erstaunlicherweise flir beide Elemente anndhernd identisch ver-
lauft. Die Zunahme um ~ 0.5 eV (die beiden Kohlenstoff-Signale sind mit derselben Halbwertsbreite
angepasst) kann mit einer gestiegenen Unordnung innerhalb des Films erklart werden. Je unifor-
mer eine Schicht in Bezug auf Konformation und chemische Homogenitat ist, desto geringer ist die
Halbwertsbreite des Signals. Deren strahlungsbedingte Verbreiterungen sind ein deutliches Anzei-
chen dafiir, dass die Filme wahrend der Bestrahlung chemisch inhomogener werden, wodurch es
zu einer Vielzahl von Kohlenstoff- und Sauerstoffspezies kommt, die sich in ihrer chemischen Ver-
schiebung geringfligig unterscheiden. Eine Erhéhung der konformellen Unordnung fiihrt ebenfalls
dazu, dass sich die Signale einer chemischen Spezies geringfiigig unterscheiden und so zu einer
VergroRerung der Halbwertsbreite beitragen.

Da auch Aufladungseffekte zu

einer Verbreiterung der Halb- a)* 0-60FFwHmM: C1s  PEG(40nm)] b)+ 0.60F FWHM: O 1s E’E(?(foj_m_)-
wertsbreiten von Signalen fiih- %‘ P A M % ’,r"—_

ren kdnnen, ist es notwendig, ;+D'40' #" 1o 0.40¢ 9': 1
zusatzlich die Dosisabhadngigkeit § ‘f _§ ;1

der Peak-Positionen zu untersu- %'—;+0.20-I 1 %*0-20"5 1
chen. Die PEG-Filme sind auf £ .: S ?'

einem leitenden Goldsubstrat = 0_00_;1.29?\/ . . - = 0.00ps 1426V . ]
aufgebracht und sollten sich 0 30 60 90 120 0 30 60 90 120

wahrend der XPS-Messung nicht
aufladen. Umso interessanter ist
das dosisabgangige Verhalten

Dosis (mC/cm?)

Dosis (mC/ecm?)

Abb. 134. Dosisabhangiger Verlauf der Halbwertsbreiten der (a) C 1s-
und (b) O 1s-Emission als Reaktion auf die Elektronenbestrahlung.




5 Ergebnisse und Diskussion -112 -

der PEG-Filme beziglich der

a Position: C1s  PEG(40nm)] )+ O-6f Position: 01s  PEG(40nm)]
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— — :
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bung der Signalpositionen um Dosis (mC/cm?) Dosis (mClcm2)

0.5-0.8eV _hm zu h(.)heren. Bin- Abb. 135. Dosisabhdngige Veranderung der XPS Signalmaxima der
dungsenergien. Bei weiterer (3) C1s- und (b) O 1s-Emission als Reaktion auf die Elektronenbe-
Bestrahlung wandern die Maxi- strahlung eines 40 nm PEG-Films.

ma der Signale wieder zu niedri-
geren Bindungsenergien. Bei 100 mC/cm? liegt das Maximum ungefahr wieder bei seinem Aus-
gangswert. Ausnahme bildet der PEG-Kohlenstoff, der weiterhin um 0.4 eV in Richtung hoéherer
Bindungsenergie verschoben ist. Der Effekt der Verschiebung der Maxima ist nahezu unabhangig
von der Filmdicke. In Abb. 136 sind die Positionen der Maxima der beiden Kohlenstoffspezies und
des Sauerstoffs fir drei Filme zwischen 30-60 nm PEG-Filme gezeigt. Der nahezu identische, filmdi-
ckenunabhangige Verlauf bedeutet, dass der Effekt der Signalverschiebung nicht in der Schicht-
dicke, sondern ausschlief3lich in der Struktur des PEG-Films begriindet liegt.

Es stellt sich die Frage, wie es zu der Verschiebung kommt. Da sich die C 1s- und O 1s-Signale um
etwa dieselbe Energie verschieben, kann es sich nicht um eine Anderung aufgrund der chemischen
Verschiebung handeln. Wahrscheinlich ist, dass es sich um einen Aufladungseffekt handeln. Durch
die Bestrahlung sinkt die Leitfahigkeit innerhalb des PEG-Films, es kommt zu einer positiven Aufla-
dung der obersten Schicht wahrend der Messung, die zu der Verschiebung in Richtung hoherer
Bindungsenergie fliihrt. Mit fortschreitender Bestrahlung steigt die Leitfahigkeit wieder, die Aufla-
dung nimmt ab und die Maxima der beiden Signale wandern wieder zu Werten niedrigerer Bin-
dungsenergie. Die Form der Kurve lasst auf zwei gegenlaufige Prozesse schielRen. Der eine flhrt zu
einem Anstieg der Leitfahigkeit mit

i ; a) 287.0fxps: € 1s 1 b) xps:o1s - PeGEEm)
steigender Dosis, der andere zu 286.8 ] s333f ., PEg(54nm)-
; ; —_ ot --e- PEG(62nm)
einem absinken. Welche Prozesse % 286.6 ] .
. . . { h.
das im Einzelnen sind, muss noch — gz 4 ] | .t |
[ | L 533.1p4 .‘I;.
geklart werden. Fest steht aber, 2 28501 & T | .

. N~ . N
dass sich die Form der Kurven in © 285.0 1 5320l Ty
Abb. 135 und Abb.136 an eine 84 8 .
Funktion aus dem Produkt zweier I \ ,

2846 g0 532 T ]
Exponentialfunktionen  anpassen ‘ -
P P Dosis (mC/cm?) Dosis (mC/cm?)

Iasst, die wie folgt aussieht:
g Abb. 136. Position der XPS (a) C1s- und (b) O 1s-Signalmaxima

von PEG Filmen der Dicke 33, 54 und 62 nm in Abhangigkeit von
der Bestrahlungsdosis.

y=A-exp(-ki-x) - [1-exp(-ks-x)].
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5.4.2 NEXAFS und HRXPS Messungen nach Elektronenbestrahlung

Als nachstes gilt es, detaillierter zu klaren, was chemisch auf der Oberflache passiert und wie dieses
mit den beobachteten XPS-Ergebnissen in Einklang zu bringen ist. Dazu wurden bestrahlte und
unbestrahlte PEG-Filme mittels Rontgennahkantenspektroskopie (NEXAFS) charakterisiert, um
Informationen Uber die elektronische Struktur der Oberflache zu erhalten. Besonders empfindlich
sind NEXAFS-Spektren bei der Untersuchung von Systemen, die nicht besetzte m*-MOs besitzen.
Sollten sich in den PEG-Filmen durch die Elektronenbestrahlung n-Bindungen (C=C oder C=0) gebil-
det haben, miissten sie somit zu identifizieren sein.

In Abb. 137a sind die NEXAFS-Spektren an der K-Kante des Kohlenstoffs eines 10 nm PEG-Films
vor und nach der Elektronenbestrahlung abgebildet. Flir den unbestrahlten Film lassen sich zwei
Resonanzen identifizieren. Das schmale Signal (A) bei 288.9 eV wird von einem C1s—c*(C-H)
Ubergang mit Rydberg Charakter erzeugt, wihrend das breitere Signal (B) bei 292.4 eV von einer
C 1s— 0*(C-C/0) Resonanz herriihrt.'’® Weiteren Resonanzen treten nicht auf, wie es fir einen
PEG-Film zu erwarten ist, der nur aus (C-C/H/O) o-Bindungen besteht. Zusatzlich ist in Abb. 137a
noch das Referenzspektrum eines EG3-terminierten Undecanthiol-SAMs gezeigt, dass die gleichen
Resonanzen enthalten, wenn auch in unterschiedlichen Intensitatsverhaltnissen. Zusatzlich ist noch
eine Schulter bei 287.2 eV (D) zu erkennen, die von einem C 1s — c*(C-H)-Ubergang des Undecan-
thiols stammt. Ferner ist ein schwaches Signal bei 285.1eV (D) vorhanden, das einer
C1s—>n*(C=C/0) Resonanz zugeordnet werden kann und von Verunreinigungen oder Beschadi-
gungen des Referenz-SAM wihrend der NEXAFS-Messung herriihrt.!’?
unbestrahlten PEG-Film, was nicht nur

. Dieses Signal fehlt bei dem

dessen Reinheit sondern vor allen auch a) NEXAFS PEG(10nm) b) NEXAFS PEG(10nm)
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den XPS-Ergebnissen steht.
Am auffalligsten aber ist das Erscheinen

einer vierten Resonanz bei 285.0 eV (D), 290 288 286 284 282 534 532 530
die fiir einen C1s — 10*(C=C/0) Ubergang Bindungsenergie (eV) Bindungsenergie (eV)
typisch ist. Dazu passt auch eine breite Abb. 137. NEXAFS Spektren eines bestrahlten und unbe-
strahlten PEG-Films (20 nm) an der Kohlenstoff- (a) und an
der Sauerstoffkante (c); zusétzlich ist das Spektrum eines
entsprechenden C1s—=0*(C=C/0)- undecanthiol-SAMs mit einer EG3 Endgruppe gezeigt. Die
Ubergang stammt.'”? entsprechenden C 1s (c) und O 1s (d) HRXPS Spektren.

Resonanz bei ~301eV (E), die von der
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Vergleicht man die entsprechenden NEXAFS Spektren an der Sauerstoff K-Kante (Abb. 137b) von
PEG- Filmen vor und nach der Bestrahlung, zeigen sich ebenfalls Unterschiede in den beiden Spek-
tren, auch wenn diese weit weniger auffallig sind als bei den Spektren an der C-Kante. Der dominie-
rende Peak (A) O 1s — ¢*(C-0O) bei 537.9 eV verdndert sich nach der Bestrahlung kaum, wahrend
das schwache Signal bei 530.6 eV der O 1s — n*(C=0)-Resonanz zunimmt. Analog ist ein breites,
schwaches Signal des entsprechenden O 1s — 6*(C=0)-Ubergangs bei ~545 eV zu erkennen. Diese
n*-Resonanzen bedeuten, dass die entsprechenden Resonanzen im Kohlenstoffspektrum des be-
strahlten Films zumindest teilweise auf die Anwesenheit von Carbonylgruppen hinweisen.

Bevor die NEXAFS-Ergebnisse mit den hochaufgel6ster XPS-Spektren in Abb. 137 und verglichen
werden, muss noch einmal betont werden, dass die NEXAFS- und HRXPS Messungen ex-situ erfolg-
te, das heilt, die Proben waren nach der UHV-Bestrahlung der Umgebung ausgesetzt. Das kann
dazu fithren, dass sich die chemische Zusammensetzung einer im Vakuum stabilen Oberflache beim
Kontakt mit Luft verdndert. Daher sind die XPS-Spektren einer in-situ und ex-situ Messung auch nur
bedingt miteinander vergleichbar.

Unter diesem Gesichtspunkt ist das C 1s Spektrum des mit 2 mC/cm? bestrahlten PEG(10nm) Fil-
mes zu verstehen (Abb. 137c). Im Gegensatz zu den Kohlenstoffspektren der in-situ XPS-Messung
(Abb. 130 und Abb. 133) ist der Peak bei 287.7 eV wesentlich starker ausgepragt. Er lasst sich der
Kohlenstoffspezies einer Carbonylgruppe zuordnen und passt damit zu den NEXAFS-Messungen an
der Sauerstoff K-Kante, die eine Sauerstoffspezies mit einer m-Bindung vorhergesagt hat. Das Sau-
erstoffspektrum zeigt eine Verminderung des Signals um ~ 5 %. Dieser Wert ist geringer als die
15 %, die bei der in-situ Messung mittels XPS bestimmt wurden. Allerdings muss beachtet werden,
dass die HRXPS Spektren bei einer Photonenenergie von nur 580 eV, wahrend XPS Spektren bei
einer Photonenenergie von 1254 eV aufgenommen wurden. Der Vergleich der Abnahme der Sauer-
stoffsignale ist daher nicht ohne weiteres moglich.

Es lasst sich festhalten, dass die NEXAFS Daten eine gute Ergdnzung zu den in-situ XPS-
Ergebnissen darstellen. Wahrend im Spektrum des unbestrahlten Films nur die PEG-typischen
o*-Resonanzen auftreten, ist nach der Bestrahlung eine zusitzlicher o*-Ubergang von aliphati-
schem Kohlenstoff zu erkennen, der in Ubereinstimmung zu dem Auftreten des aliphatischen C 1s-
Signals der XPS-Spektren steht. Die neu entstandene nt*-Resonanz bei 285.1 eV findet sich dagegen
eher in den HRXPS-Spektren wieder und stammt zumindest teilweise von einem Carbonyl-
Kohlenstoff, der beim Luftkontakt auf dem bestrahlte PEG-Film entstanden ist. Das kann allerdings
nur durch eine Bestrahlung mit anschliefender in-situ HRXPS- und NEXAFS-Messung bestatigt
werden.
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5.4.3 Ex-situ IRRAS Messung nach Elektronenbestrahlung

Neben der rontgenspektroskopi-

schen Untersuchung stellt die Infrarot- a) 20 JRRA?J;EE;&?{“)" b) ® ©
Reflexions-Absorptions-Spektroskopie ‘:c_, 15_710"10’“"’2 15 % T
(IRRAS) eine weitere Methode dar, die  x 1.0}
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lung infrarotspektroskopisch unter- 3600 3200 2800 1600 1200 800 1800 1650 1500
sucht, um durch Bestrahlung entstan- Wellenzahlen (1/cm)

dene funktionelle Gruppen identifizie- Abb.138. Infrarotspektren eins PEG-Films mit einer Schicht-
dicke von 30 nm vor und nach der Elektronenbestrahlung: (a)
Ubersichtsspektrum und (b) Detailausschnitt des Bereichs der
Carbonyl-Schwingungen.

ren zu konnen. Es muss allerdings
betont werden, dass die IRRAS diinner
Filme weit weniger oberflachensensi-

tiv ist als die in den letzten Kapiteln besprochenen Methoden, da der Infrarotstrahl den Film kom-
plett durchdringt und die Information des gesamten Films tragt. Dennoch sollten insbesondere die
in den letzten beiden Abschnitten postulierten Carbonylgruppen sollten zu finden sein, da das IR
Spektrum von Polyethylenglykolen im Bereich der Carbonyl-Schwingungen zwischen
1500-1700 cm™" keine eigenen Banden enthélt (Abb. 138a). Nach einer Bestrahlung von 10 mC/cm?
hat sich das IR Spektrum nur wenig verandert. Zunachst sind die Banden aufgrund einer geringer
gewordenen Filmdicke weniger intensiv. Dennoch gibt es im IR-Spektrum der bestrahlten Probe
zwei neue Banden bei 1718 und 1670 cm™ (Abb. 138b), welche sich Carbonyl-Gruppen zuordnen
lassen. Allerdings ist deren Intensitat gering, sodass die Oberflachendichte der Gruppen nicht sehr
hoch ist. Um welche Carbonyl-Spezies es sich genau handelt, ist mit den vorhandenen Daten nicht
zu ermitteln. Der Doppelpeak deutet auf die Carboxy-Gruppe einer Carbonsdure hin. Allerdings
misste dann die Dichte und Beweglichkeit der COOH-Gruppen so hoch sein, dass sich Dimere
bilden, denn nur dann entsteht im IR-Spektrum ein Doppelpeak. Ansonsten sind Aldehyde, Ketone
oder Ester moglich.

5.4.4 Benetzbarkeit der PEG-Filme vor und nach Elektronenbestrahlung

Die Benetzbarkeit ist eine weitere Eigenschaft, mit deren Hilfe sich die chemisch-strukturelle Ver-
anderungen einer Oberflache sichtbar machen lassen. Standardverfahren zur Untersuchung auf
Benetzbarkeit ist die Bestimmung des Kontaktwinkes, also des
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A

Winkels, den ein Wassertropfen mit der Oberflache einnimmt.
Entsprechend werden die Kontaktwinkel der Proben vor und nach
der Bestrahlung bestimmt, um so Riickschliisse auf strukturelle 40} fE

Veranderungen zu ziehen. In Abb. 139 sind die Werte der stati- sl
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Filmdicke von >60nm. Dieses filmdickenabhangige Verhalten PEG Filmdicke (nm)
zeigt erneut, dass die diinnen PEG-Filme unter 20 nm noch deut-

sche Kontaktwinkel in Abhdngigkeit der PEG-Filmdicke aufgetra-
gen. Zunachst sinkt der Kontaktwinkel unbestrahlter PEG-Filme
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von 34° bei einem 10 nm PEG-Film auf Werte unter 20° bei einer

Abb. 139. Filmdickenabhangiger,
statischer Kontaktwinkel vor
Dicke wird der Einfluss geringer. Ferner bedeutet dieser filmdi- und nach einer Bestrahlung mit

ckenabhingige Trend, dass fir Oberflicheneigenschaften der 10MC/cm?’.

lich von dem Substrat gekennzeichnet sind. Erst mit zunehmender
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PEG-Filme auch der Volumenkérper betrachtet werden muss. Allerdings sind die Kontaktwinkel-
messungen an den unbestrahlten PEG-Filmen mit der verwendeten Flissigtropfenmethode relativ
unzuverlassig. Wie in Abschnitt 5.3.4 besprochen zeigen die PEG-Filme ein ausgepragtes Quellver-
halten bei Wasserkontakt, was dazu fuhrt, dass der statische Kontaktwinkel zeitlich nicht konstant
bleibt, sondern im Verlaufe von einer Minute um bis zu 10° abnehmen kann. Einigermalen zuver-
lassige Werte werden erreicht, wenn die Kontaktwinkel jeweils nach genau 10 Sekunden bestimmt
werden.

Nach Bestrahlung der PEG-Filme mit 10 mC/cm? werden die Kontaktwinkel erneut gemessen
(Abb. 139). Eine erste wichtige Beobachtung ist, dass sich der Kontaktwinkel zeitlich kaum noch
andert. Zudem liegen die Werte mit 47° deutlich iber denen unbestrahlter Filme mit 22°. Das
Verhalten steht in guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der vorigen Kapitel. Durch die
Bestrahlung haben die Filme die typischen Eigenschaften eines PEG-Hydrogels verloren. Der mit
aliphatischem Kohlenstoff angereicherter Film ist wesentlich hydrophober und scheint auch keine
Quelleigenschaften mehr zu besitzen.

Der Effekt der strahlungsinduzierten Manipulation der Benetzbarkeit l3sst sich auch verwenden,
um mit elektronenstrahllithographischen Methoden hydrophobe bzw. weniger benetzbare Muster
in eine hydrophile PEG-Matrix zu schreiben. Abb. 140a zeigt den Effekt der verminderten Benetz-
barkeit bestrahlter Bereiche. Auf einem PEG-Film wird ein Gitter mit quadratischen Loéchern von
5 mm montiert und mit einer Elektronenkanone bestrahlt. Wird die Probe auf ein Peltier-Element
gelegt und die Temperatur auf 0.5 °C gesenkt, kondensiert die Luftfeuchtigkeit zunachst iberwie-
gDend auf nlcht—b.estrahlten Bereichen. 'q*hﬂf‘gﬁgﬂiﬂ{:‘!‘b) R—

er Ausschnitt in Abb. 140b macht P T I i
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5.4.5 Verdnderungen der Topographie von PEG-Filmen durch Bestrahlung

In den letzten Kapiteln wurden bereits einige Auswirkungen der Bestrahlung niederenergetischer
Elektronen auf PEG-Filme diskutiert. So wurde gezeigt, dass es zu einem signifikanten Materialver-
lust kommt, der sich in einer Verminderung der Filmdicke ausdriickt. Strukturell wandeln sich die
PEG-Filme durch die Bestrahlung in eine hydrophobe, carbenoide Struktur um. In diesem Kapitel
wird der strahlungsbedingte Materialverlust detailliert untersucht. Dazu werden die PEG-Filme
nicht groRflachig mit einer Elektronenkanone bestrahlt, sondern mit einem Elektronenstrahlschrei-
ber Strukturen in der GroRRenordnung von einigen 100 nm bis zu wenigen Mikrometern geschrie-
ben. Zur topographischen Charakterisierung eignet sich insbesondere die Rasterkraftmikroskopie
(AFM), sodass Elektronenstrahllithographie und AFM eine interessante Kombination zur Beschrei-
bung von elektronenstrahlinduzierten Effekten auf die Topographie der Oberflache bilden. Ein
weiterer Vorteil des Elektronenstrahlschreibers besteht darin, dass in einem Schreibvorgang Struk-
turen unterschiedlicher Dosis erzeugt werden kdnnen und er so eine bequeme Moglichkeit bietet,
zusatzlich dosisabhangige Effekte zu charakterisieren.

Um zu untersuchen wie sich der Elektronenstrahl auf die Topographie der Oberflache von PEG-
Filmen auswirkt und wie fein sich Strukturen in dem PEG-Film auflésen lassen, wird mit einem
Elektronenstrahlschreiber (Energie 3 keV) eine Serie von Rechtecken der Dimension (4x0.75) um in
variablen Abstanden zwischen 2 und 0.1 um in einen 65 nm PEG-Film geschrieben. Die eingesetzte
Dosis liegt bei 10 mC/cm? und die bestrahlten Bereiche werden anschlieRend beziiglich ihrer Topo-
graphie mit dem AFM vermessen. In dem in Abb. 141a gezeigten AFM-Bild erkennt man deutlich
die vom Elektronenstrahl erzeugten Rechtecke mit einer Breite von 750 nm und einer Lange von
4 um. Die Zahlenwerte links neben einer Reihe geben den Abstand zwischen den Rechtecken in
Mikrometern an. Schon im dem AFM-Bild erkennt man, dass sich Strukturen von bis zu 250 nm
sauber in dem PEG-Film auflésen lassen. Die dreidimensionale Projektion des AFM-Bild (Abb. 141b)
zeigt, wie der Elektronenstrahl die rechteckigen Vertiefungen in dem PEG erzeugt hat. Ein detail-
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Abb. 141. Lithographische Strukturen eines Elektronenstrahlschreibers (3 keV) in einem 65 nm PEG-Film
bei konstanter Dosis von 10 mC/cm?: (a) AFM-Bild der 750 nm breiten Rechtecke, deren Abstand (in pm)

durch den Wert neben den Rechtecken gegeben ist; (b) das entsprechende Bild in dreidimensionaler
Perspektive; (c) Hohenprofile entlang der weiRen Linien in (a).




5 Ergebnisse und Diskussion -118 -

liertes Bild der lateralen Auflésung gewinnt man, indem man die Tiefenprofile entlang der Recht-
ecke betrachtet (Abb. 141c). Bei einer Dosis von 10 mC/cm? betragt die Tiefe der Rechtecke 44 nm.
Diese Tiefe ist bis zu einem Abstand von 500 nm zwischen den Rechtecken konstant, auch wenn die
genaue Form des Tiefenprofils nicht exakt einer Rechteckfunktion entspricht. Der Grund liegt in der
begrenzten Geschwindigkeit des AFM-Controllers. Dieser ist nicht schnell genug, um bei der einge-
stellten Scangeschwindigkeit (0.5-1.0 Hz bei (40x40) um Scanbereich) den Flanken der Struktur
genau zu folgen. Betragt der Abstand zwischen den Strukturen 250 nm, lassen diese sich zwar
weiterhin gut auflosen, allerdings betragt die gemessene Tiefe nur noch 30 nm. Sinkt der Abstand
auf einen Bereich von 100 nm, kdnnen die einzelnen Rechtecke nicht mehr getrennt werden.

Neben der raumlichen Auflésung wird als nachstes die Dosisabhangigkeit der Tiefe der Strukturen
untersucht. Dazu wird eine Serie von 1 um groRen Kreisen jeweils im Abstand von 1 um mit Dosen
zwischen 0.07 — 10 mC/cm? bestrahlt. Aufgrund des hohen Umfangs zwischen minimaler und ma-
ximaler Dosis, ist es wichtig, die Besonderheit des verwendeten Elektronenstrahlscheibers zu be-
ricksichtigen (siehe ,,Experimenteller Teil“). Das zweidimensionale AFM-Bild in Abb. 142a, bei dem
die Hoheninformation farbcodiert vorliegt, zeigt zundchst wenig Interessantes. Erst die dreidimen-
sionale Projektion macht den Zusammenhang zwischen Dosis und Tiefe der Struktur sichtbar
(Abb. 142b). Um den dosisabhéngigen Einfluss hervorzuheben, ist das Bild invers abgebildet, d.h.
die Hohen der Zylinder zeigen deren Tiefe an. Aber erst das Tiefenprofil macht den Einfluss der
Dosis auf die Tiefe der Locher in der PEG-Schicht auch quantitativ deutlich. So liegt die Lochtiefe bei
der maximal verwendeten Dosis von 10 mC/cm? bei 45 nm (Abb. 142c). Dieser Wert ist nahezu
identisch mit dem in Abb. 141 erhaltenen Tiefe. Auch wenn beide Filme mit 65 nm die gleiche Dicke
aufwiesen, zeigt das Ergebnis, dass die Tiefen unabhéngig von der Form der Struktur sind und bei
verschiedenen Proben reproduzierbare Ergebnisse liefern. Bei sinkender Dosis wird erwartungsge-
maR auch die Lochtiefe geringer. Der Zusammenhang zwischen Dosis und Lochtiefe ist noch einmal
in Abb. 142d zusammengefasst. Man erkennt, dass die Filmdicke zunachst stark abnimmt. Bereits
bei einer Bestrahlung von nur 2 mC/cm? betrégt die Lochtiefe Giber 30 nm, das heiRt, die urspriing-
liche Filmdicke von 65 nm hat sich fast halbiert. Eine weitere Erhéhung der Dosis fiihrt dann zu
einer deutlich geringeren Abnahme der Filmdicke und bei 10 mC/cm? hat sich die Filmdicke um 45
nm und damit auf ~30 % verringert.
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Abb. 142. Lithographische Strukturen eines Elektronenstrahlschreibers (3 keV) in einem 65 nm PEG-Film
bei variabler Dosis zwischen 0.07 — 10 mC/cm? (a) AFM Bild einer Serie von Kreisen, deren Bestrahlungs-
dosis durch den Wert unterhalb der Struktur gegeben ist; (b) héheninverses, dreidimensionale AFM-Bild
zeigt den Zusammenhang zwischen Strukturtiefe und Dosis; (c) Hohenprofil entlang der roten Linie von
(2) und (d) Zusammenhang zwischen Dosis und Tiefe der erzeugten Strukturen.
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Aufgrund der signifikanten Ab-
hangigkeit der Profiltiefe von der
Dosis ist es moglich, dreidimensi-

(100nm)

onale Strukturen in der PEG-
Matrix zu erzeugen. Abb. 143a
zeigt das AFM-Bild einer umge-
drehten, quadratischen Stufen-
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pyramide, die durch wiederholtes,

dosisaquivalentes Bestrahlen
(1 mC/cm? bei 3keV) quadrati-
scher Strukturelemente mit von
aullen nach innen abnehmender
GroRe hergestellt werden kann.
Dabei ist die Hoheninformation als
Farbcode in dem Konturdiagramm
enthalten und die einzelnen,
kleiner werdenden Quadrate sind
gut zu erkennen. Ein Tiefenprofil-

diagramm entlang der weiRen Abb.143. (a) AFM Konturdiagramm einer umgedrehten Pyramide,
Linie macht die Auswirkung der die in einen PEG(9onm) Film geschrieben worden ist; (b) Tiefen-
profil entlang der weiRen Linie; (c) Zusammenfassung der beiden
Diagramme in einem dreidimensionalen, héheninversen Profilbild.

Tiefe (nm)

Bestrahlung der einzelnen Quad-
rate sichtbar (Abb.143b). Wie
zuvor schon gesehen, fiihrt bereits eine geringe Bestrahlung zu einer deutlichen Verringerung der

Filmdicke. Nach 2 mC/cm? hat die zweite Ebene des 100 nm PEG-Films eine Tiefe von 40 nm und
die Erhéhung der Dosis auf 40 mC/cm? fiihrt nur noch zu einer zusatzlichen Vertiefung von 40 nm,
womit sich eine Gesamttiefe von dann 80 nm ergibt. Die hoheninverse, dreidimensionale Abbil-
dung verdeutlicht die Verdnderung der Strukturtiefe bei keinen Dosen noch einmal optisch
(Abb. 143c).

5.4.6 Quelleigenschaften bestrahlter PEG-Filme

Bei der Untersuchung des Kontaktwinkels der PEG-Filme fiel bereist auf, dass nach einer Bestrah-
lung nicht nur die Benetzbarkeit der Filme abgenommen hatte, sondern dass die Werte der Kon-
taktwinkel UGber langerer Zeit konstant blieben. Das war bei den unbestrahlten Filmen nicht der
Fall, was mit einer Adsorption von Wasser in den Film und einer damit einhergehenden Verande-
rung der Benetzbarkeit erklart wurde. Im Umkehrschluss sollte dann der PEG-Film nach der Be-
strahlung weniger in der Lage sein, Wasser aufzunehmen und damit eine der typischen Eigenschaft
von Hydrogelen verlieren. Der Einfluss der Elektronenbestrahlung auf die Quelleigenschaften von
PEG-Filme wird in diesem Kapitel detailliert untersucht, wobei sich derselben Technik wie im letz-
ten Kapitel bedient wird. Mit einem Elektronenstrahlschreiber werden kreisformige Strukturen
unterschiedlicher Dosis in den PEG-Film geschrieben, die wie im Abschnitt 5.3.4 mit einem Peltier-
Element schrittweise abgekihlt werden kdnnen. Mit dem AFM ldsst dann eine Dosisabhangigkeit
der Quelleigenschaften untersuchen (Abb. 144).

Die AFM Bilder eines 100 nm PEG-Film mit den zugehdrigen Hohenprofilen sind in Abb. 144
exemplarisch bei Raumtemperatur (20 °C) und bei 2.0 °C gezeigt. Zur besseren Verdeutlichung sind
die Veranderungen separat einmal im Bereich niedriger Bestrahlungsdosen zwischen 0.1 und
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1.0 mC/cm? und einmal im Bereich a)  hadLC, T=20°C
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bei steigender Dosis erhoht. Dieses
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Zusammenhang mit der Frage disku-
tiert, in wieweit bestrahlte Bereiche
noch in der Lage sind, bei Tempera-
turerniedrigung unter Wassereinla-
gerung zu quellen.

In Abb. 145 sind die Hohenprofile
fir weitere Temperaturen gezeigt.
Deutlich erkennt man, dass mit
steigender Dosis nicht nur generell

die Tiefe der Topfchen ansteigt,
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Abb. 144. Hoheninverse AFM-Bilder mit Hohenprofilen von
kreisférmigen Strukturen (T6pfchen) in einem 100 nm PEG-Film,
erstellt mit einem 3 keV Elektronenstrahl im Dosisbereich 0.1 -

1.0 mC/cm? bei (a) 20°C und (b) 2.0 °C, sowie bei Dosen von
1.0 — 40 mC/cm? bei (c) 20 °C und (d) 2.0 °C (die Zahlenwerte in
den AFM-Bildern geben die jeweilige Dosis in mC/cm? an).

Tiefe (nm)

sondern auch deren Thermosensiti-
vitdt in Form einer Anderung der Tépfchentiefe pro Temperaturinderung. So steigt bei einer Dosis
von 0.1 mC/cm? die Tiefe von 20 nm bei Raumtemperatur auf ~55 nm bei 0.5 °C, was einer Zunah-
me der Tiefe um 35 nm entspricht. Bei 40 mC/cm? liegt die Tépfchentiefe zundchst bei 70 nm und
steigt dann auf einen Wert von 170 nm an, was einer Zunahme der Tiefe von 100 nm bedeutet.
Anstatt die Werte einzeln zu diskutieren, wird im Folgenden gezeigt, dass sich die Topfchentiefe
in Abhangigkeit von Dosis und Temperatur mathematisch beschreiben lasst. Ein erster Hinweis auf
das systematische Verhalten der drei beteiligten Parameter Bestrahlungsdosis, Temperatur und
Tiefe der Topfchen zeigt sich in Abb. 146. Das dreidimensionale Streifendiagramm in Abb. 146a
betont die Dosisabhangigkeit der Topfchentiefe bei einer bestimmten Temperatur. Aus dieser
Abbildung wird ersichtlich, dass sich die Tiefe bei allen betrachteten Temperaturen mit steigender
Dosis asymptotisch einen Maximalwert ndhert. Tragt man andererseits die Topfchentiefe wie in
Abb. 146b bei konstanter Bestrahlungsdosis gegen die Temperatur auf, folgt auch hier die Struktur
einem einheitlichen Trend. Beginnend bei der jeweils maximalen Tiefe bei 0 °C fallt sie offensicht-
lich exponentiell ab und erreicht bei Werten lber 15 °C ihren minimalen Wert. Eine dritte Moglich-

keit, die Zahlentripel aus
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Abb. 145. Zusammenfassung der AFM-H6henprofile eines 100 nm PEG-
Films, bestrahlt mit Dosen zwischen (a) 0.10-1.0 und (b) 1.0-
40 mC/cm? im Temperaturbereich zwischen 0.5-20 °C.

ratur und Dosis eine bestimm-

te Tiefe erreicht werden kann.
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Abb. 146. Darstellungen des Einflusses von Bestrahlungsdosis und Temperatur auf die Tiefe der Topfchen
eines 100 nm PEG-Films : (a) Dosisabhangigkeit der Tiefe bei verschiedenen Temperaturen; (b) Tempera-
turabhangigkeit der Tiefe bei verscheidenden Dosen; (c) Konturdiagramm der Tiefe als Farbcode in An-
hangigkeit von Dosis und Temperatur.

Wie schon aus Abbildung Abb. 146b zu vermuten, folgt die temperaturabhangige Topfchentiefe
einer exponentiellen Charakteristik. Die entsprechenden Kurven sind in Abb. 147 noch einmal
exemplarisch fir Dosen von 0.1, 1.0, 10 und 40 mC/cm? dargestellt. Die Abbildungen fiir die ande-
ren Dosen verlaufen analog. Die Punkte lassen sich sehr gut an die folgende Exponentialfunktion
anpassen:

(Gl. 32) d(T)=A+ B-exp(-T / k)

mit d(T) der temperaturabhangigen Topfchentiefe in nm, T der Temperatur in °C und drei Parame-
tern A, B und k. Die Parameter lassen sich einem realen physikalischen Hintergrund zuordnen
(Abb. 149). So gibt A die Topfchentiefe unter Normalbedingungen an, also bei Raumtemperatur,
wenn der PEG-Film keine nennenswerten Wassermengen gespeichert hat. Parameter B charakteri-
siert die maximale, zusatzliche Topfchentiefe bei niedriger Temperatur. Damit ist die Summe A+B
die maximal erreichbare Gesamttiefe. Die Bedeutung der beiden Parameter ist am Beispiel der mit
0.1 mC/cm? bestrahlten Bereiche in

Abb. 147a verdeutlicht. Der Kehrwert  3) SOk-Ai-B-- D =0.10 mClem3{ b) D = 1.0 mC/cm?
. . . PEG(100nm) 1()().b PEG(100nm)
des Parameters k lasst sich als ein ! T !
Sensitivitatskoeffizient interpretieren, g 40 "-‘B ] 75 .‘\.
der anzeigt, wie empfindlich das Sys- ‘E’ 30l . | ‘\‘
tem auf Temperaturverdanderungen ;0:3 A 50} ‘-Q
reagiert. 20} 4 %6, s ] Tele -
H H _Fi " M " 2 2 " 2 M 2
Um die Reaktion der PEG-Filme auf 0 5 10 15 20 25 50 510 15 20 25
Elektronenbestrahlung vollstandig zu C‘,)150 D =100 mcom?]| d) 150k D = 40 mClom?]
beschreiben (hier exemplarisch fur b PEG(100nm) ; PEG(100nm)
einen 100 nm PEG-Film gezeigt), wer- fE—~125 ;\ 125(¢
den die temperaturabhangigen Para- 5100_; | 5‘
meter A, B und k aus Gleichung 32 % o 100¢ '\.
ihrerseits auf eine eventuell vorhan- F 79} \.’\\ ] 75} .\, |
. . . . ‘1—.-.__.___ “®-¢ g - -& -1
dene Dosisabhangigkeit untersucht. 50 M P A
. . . 0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Dazu sind 4, B und k noch einmal in Temperatur (°C) Temperatur (°C)

Tabelle 3 zusammengefasst. Werden

Abb. 147. Topfchentiefe in Abhdngigkeit von der Temperatur
eines 100 nm PEG-Films nach der Bestrahlung mit (a) o.10, (b)
die Dosis aufgetragen, zeigt sich, dass 1.0, () 10.0 und (d) 40.0 mC/cm2.

die Fit-Parameter nun ihrerseits gegen
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A und B nicht unabhangig von der Dosis sind Dosis A B A+B K
(Abb. 148a und b). Auf der anderen Seite ist k mit (mC/em?)  (nm)  (nm) (nm) (°C)
einem Mittelwert von 2.50(+0.1) °C nahezu unab- 0.10 187 335 522 759
hangig von der Dosis (Abb. 148d). Interessanter- g 27.6 473 74.9 2.34
weise hat dieser anhand von AFM-Messungen @50 31.4 59.5 90.9 2.41
bestrahlter PEG-Filme bestimmte Parameter nahe- 0.75 31.1 70.1 101.2 2.64
zu den gleichen Wert wie der Parameter k, der in 1.00 35.0 79.3 114.3 2.56
Abschnitt 5.3.4 bei den Quellversuchen unbe- 2.00 40.9 87.5 128.4 2.53
strahlten PEG-Filmen ab einer Dicke von 50 nm 5:00 517 919 1436 2.49
ellipsometrisch mit einem Wert von ~2.6(x0.2) °C 10.0 53.0 97.9 156.9 244
ermittelt wurde. Diese hohe Korrelation ldsst 200 617 99:9 161.6 2.4
40.0 68.1 96.8 164.9 2.56

darauf schlieRen, dass die bestrahlten Topfchen

bei Temperaturerniedrigung nicht quellen kénnen, Tabelle 3. Exponentielle Parameter A, B und k
der Abhdngigkeit der Topfchentiefe von der

Temperatur nach der Gleichung 32.

sondern nur die sie umgebende PEG-Matrix ihre
Filmdicke andert.

Die Dosisabhangigkeit der beiden Parameter A und B lasst sich nicht optimal durch eine Exponen-
tialfunktion beschreiben (roten Kurven in Abb. 148). Besser eignet sich die Hill-Funktion (blaue
Kurven in Abb. 148), eine Wachstumsfunktion der folgenden Form:

D
(Gl 33) P(D) =V et
mit P(D) den dosisabhangigen, exponentiellen Parameter A(D) und B(D), die durch die Parameter
der Hill-Funktion V, t und n beschrieben werden.

Tragt man die Werte des Parameters A4, der die Topfchentiefe bei Raumtemperatur beschreibt,
gegen die Dosis auf und passt die Punkte an die Hill-Funktion an (Abb. 148a), ergibt sich fir den
Hill-Parameter V ein Wert von 98 nm (Tabelle 4). Auch V hat einen realen, physikalischen Hinter-

grund. Es gibt den Wert der Tépfchen-

tiefe im Grenzfall unendlicher Dosen g) 74[F&G(100nm) ﬂ‘_'.C)1OO_PEG(1OOnm)’ ________
an. Mit einem Wert von 98 nm ent- & ,.;:—i"::““'g .Jo”'"_' """""" ¢
spricht er ziemlich genau der Dicke des £ °° f.’” 1= 751 ¢
PEG(100nm)-Films bei Raumtempera- ; 40} o -g I
tur, was zu erwarten ist, wenn der © $ © 50},
_ ~ £ 25} 1e °°[¢
Elektronenstrahl den PEG-Film mit % 'l ———Exp g o ---Exp
einer unendlich hohen Dosis bestrahlt o 10t , , ---Hiljo 25 (f) —s :_’,'(_)_HE!(;
und dadurch vollstandig entfernt. b) 0 10 20 30 40 d)
Ferner bedeutet das, dass es mdoglich »5175 FPEG(100nm) 3.0} PEG(100nm)
T
ist, durch die Messung der Dosis- und  £150f ,;,"* 1528t
Temperaturabhangigkeit der Topf- T 125} o | 3 o
. . Ly < ¢ x 2.6 Y o]
chentiefe auch ohne Ellipsometrie die  « - .
£ 1009 18241 ¢ °
Schichtdicke des unbestrahlten PEG- GEJ 75_: _GEJ e
Films zu bestimmen. Da beide Werte g 50.. -—- Exp 22'2'
. & » . o HIIE 5 4L . ) . .
sehr g-L-Jt I'<orreI|ere.n und voIIkorr.1men 530 3020 O 553020
unabhdngig voneinander bestimmt Dosis (MC/cm?) Dosis (mC/cm?)

worden sind, werden die ellipsomet- Abb. 148. Auftragung der Parameter 4, B, A+B und k aus

risch erhaltenen Filmdicken eindeutig Gleichung 32 und Tabelle 3 in Abhéngigkeit von der Bestrah-
bestatigt. lungsdosis.
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Exponentieller Vv t n t"
Parameter (nm) () ()
V(B) A 98 41 038 171
V(a) A A”\3 B I ( : I (#1)  (£0.2) (+0.01)
4 - B 101 0.27 0.84 0.33
él | (+2)  (+0.03) (+0.03)
A+B 178 0.41 0.62 0.58

| T=20°C ¢mp T=2°C £ 002 w0y

Abb. 149. Bedeutung der Parameter A und B aus Tabelle 4. Beschreibung der exponentiellen Parame-
Gleichung 32 und der Parameter V(A) und V(B) aus ter A und B in Abhangigkeit von der Dosis durch eine
Gleichung 33. Hill-Funktion mit den Parametern V, t und n.

Betrachtet man in gleicher Weise den Hill-Parameter V der die Dosisabhéngigkeit des exponenti-
ellen Parameters B beschreibt (Abb. 148b), betragt der Wert 101 nm (Tabelle 4). Bedenkt man,
dass der exponentielle Parameter B den maximalen Zuwachs an Tépfchentiefe durch das Aufquel-
len angibt, ist auch dieser Parameter in sehr guter Ubereinstimmung mit den ellipsometrisch erhal-
tenen Werten in Abschnitt 5.3.4, wo gezeigt wurde, dass PEG-Filme im Bereich von 100 nm ein
Quellverhiltnis von zwei aufweisen, also auf das doppelte ihrer urspriinglichen Filmdicke anwach-
sen. Damit erhdlt man mit dem AFM neben der Filmdicke auch das Quellverhaltnis. Das zeigt noch
einmal eindeutig, dass die bestrahlten Bereiche des PEG-Films nicht anschwellen. d.h. der PEG-Film
verliert durch die Bestrahlung komplett die Fahigkeit, Wasser aufzunehmen.

Anderseits ist es moglich, die Dosis- und Temperaturabhangigkeit der Strukturtiefe vollstandig
analytisch zu beschreiben (hier am Beispiel des 100 nm PEG-Film). Gleichung 32 Iasst sich zunachst
mit den dosisangdngigen Parametern aus Gleichung 33 erweitern:

(Gl. 34) d(D,T) = A(D) + B(D) - exp (‘ %)

Die Parameter A(D) und B(D) werden dann durch die dosisabhdngigen Parameter der Hill-
Funktionen V, t und n aus Tabelle 4 ersetzt, und man erhalt die folgende Gleichung:

0.84

po-38 D T
(Gl.35) d(D,T) =98nm- Toaposs T 101 nm - —— - exp(— 5 <0)

Sie beschreibt die Tépfchentiefe des PEG(100)-Films vollstandig. Wie gut die Ubereinstimmung der
gemal’ Gleichung 33 berechneten Topfchentiefen mit den gemessenen Werten ist, zeigt die Feh-

leranalyse in Abb. 150. Flir mehr a)15 - . b) 40 Eohler
als % der Werte liegt der Fehler 10F : )
unter 5 Prozent und nur ein I sk T HERE .
Messwert hat mit 12.5% einen = [" =3 § 2 °* by 8
"B oftag-b -0
Fehler von mehr als 10%. Die & ;:f;' L E
Verteilung des Fehlers im Tem- % = -:i.t ‘e . ¢ * %
- Lo ] (@]
peratur-Dosis-Raum ist in dem 10 (@)
H H H -15'1....1....1.AA.1A...|..'
Konturdiagramm .er5|chtl|ch 0 50 s o 1 3 o 5 0
(Abb. 150b). Ferner sieht man, Temperatur (°C) Temperatur (°C)

dass die betragsmallige GroRe - -
Abb. 150. Grafische Darstellung des Fehlers zwischen den gemes-

senen Werten der dosis- und temperaturabhangigen Tépfchentiefe
Temperatur-Ebene verteilt ist. und den gemaR Gleichung 35 errechneten Werten.

des Fehlers zufallig in der Dosis-
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Wirft man noch einmal einen Blick auf die den dosisab-
hangigen Verlauf des exponentiellen Parameter B
(Abb. 148b), fallt auf, dass B zunachst sehr steil anteigt, um
schon bei relativ geringen Dosen von ~2 mC/cm? den Ma-
ximalwert von 100 nm erreicht. Physikalisch bedeutet das,
dass schon ab kleinen Bestrahlungsdosen (fir Dosen mit
D> tn, also D >0.33 mC/cm?) der PEG-Film seine Quellfihig-
keit nahezu komplett verloren hat. Mathematisch fiihrt das
dazu, dass sich Gleichung 35 weiter vereinfachen lasst, 1 5 10 15 2
indem man annimmt, dass Parameter B niherungsweise Temperatur (°C)

Dosis (mC/cm?)

unabhangig von der Dosis ist. Diese Tatsache ergibt sich Abb.151. Fehlerkonturdiagramm zwi-
auch aus der Hill-Funktion selber und den entsprechenden Schen Messwerten ””d_.der ”ad} Glei-
Parametern, die B(D) beschreiben (Tabelle 4). t hat einem chung 36 berechneten Topfchentiefe.

Wert von 0.33, sodass der Term tr<<Dn und damit Bruch der Hill-Funktion gegen eins tendiert.

Daher kann Gleichung 30 wie folgt vereinfacht werden:
D0.38 T
(Gl. 36) d(D,T) = 100 nm - [ + exp(— 5]

Die Beschreibung des Systems ist in einen dosis- und einen temperaturabhangigen Term separier-
bar. Natirlich wird der Fehler zwischen den Messwerten und den gemal Gleichung 36 berechne-
ten Werten gerade bei niedrigen Dosen und Temperaturen relativ gro8 sein, dennoch zeigt sich,
dass grol3e Fehler von Gber 20 % lGiberwiegenden in einem kleinen Bereich zu finden ist, bei denen
Temperatur und Dosis gleichzeitig niedrig sind (T<5 °C und D<1 mC/cm?2) (Abb. 151). Im Uberwie-
genden Wertebereich bleibt der Fehler sogar unter 10 %.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass PEG-Filme durch Elektronenbestrahlung schon bei
relativ geringen Dosen von 1 mC/cm? ihre PEG-typischen Eigenschaften verlieren, wie die wichtige
Fahigkeit, Wasser aufnehmen zu kénnen. Daher zeigen die PEG-Filme an den bestrahlten Stellen
auch keine Quelleigenschaften mehr. Die mittels XPS und NEXAFS gezeigten chemischen Verande-
rungen der Oberflache der PEG-Filme durch Elektronenbestrahlung, werden in der Verdanderung
makroskopischer Eigenschaften wie dem Quellverhalten und der Benutzbarkeit fortgefiihrt. Die
strahleninduzierte Umwandlung der PEG-Struktur in eine mehr aliphatische, kohlenstoffartige
Struktur passt zu den Beobachtungen des Quellverlustes.

5.4.7 Proteinabweisende Eigenschaften der PEG-Filme nach Elektronenbestrahlung

In Abschnitt 5.3.5 wurde bereits ge-  Lithographie

fIFib
zeigt, dass PEG-Filme die Eigenschaft u u -

[)
besitzen, mehr oder weniger stark PEG L > —o—
unspezifischer Proteinabsorption von =

zu widerstehen. Ferner ist bekannt, Abb.152. Untersuchung proteinabweisender Eigenschaften
dass bei Ethylenglykol-terminierten von bestrahlten PEG-Filmen mittels lithographischer Struktu-
SAMs vom Typ gemiR Abb.94 ihre rierung, Adsorption von Fluoreszenz-markierten Proteinen
(fIFib) und fluoreszenzmikroskopischer Untersuchung.

Biokompatibilitat verlieren, wenn sie
mit 50 eV Elektronen bestrahlt werden.?’ Bei diesen SAMs ist eine nur 1.3 nm dicke PEG-Schicht fiir
die Proteinresistenz des SAMs verantwortlichen (Abb. 101b) und so fiihrt schon eine geringe Dosis
von <1 mC/cm? dazu, dass die fiir eine Biokompatibilitdt notwendige Filmdicke unterschritten wird.
Es stellt sich natlrlich die Frage, in wie weit die Proteinresistenz der hier prasentierten, mit bis zu
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100 nm deutlich dickeren PEG-Filme durch Elektronenbestrahlung beeinflusst werden. Diese Filme
verlieren zwar durch Bestrahlung mit Elektronen ebenfalls an Schichtdicke, dennoch sollte die noch
verbleibende Filmdicke ausreichen, um weiterhin einer Proteinadsorption widerstehen zu kénnen.
Auf der anderen Seite ist die Biokompatibilitdt auch eine Eigenschaft der Oberflache und in den
letzten Abschnitten wurde gezeigt, dass sich die Oberflache der PEG-Filme schon bei Elektronenbe-
strahlung mit kleinen Dosen deutlich verandert. Insofern kann erwartetet werden, dass die auch
Proteinresistenz durch Bestrahlung beeinflusst wird.

Ein einfach durchzufiihrendes Experiment ist wieder das lithographische Erstellen von Bestrah-
lungsmustern, im Zusammenhang mit der Adsorption von Fluoreszenz-markieren Proteinen und
einer fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung (Abb. 152). Sofern sich bestrahlte Bereiche von
unbestrahlten hinsichtlich des Adsorptionsvermdgens von Proteinen unterscheiden, werden die
lithographischen Strukturen im Fluoreszenzmikroskop sichtbar und lassen eine qualitative Analyse
der Proteinresistenz aufgrund des Hell-Dunkel-Kontrasts zu.

In den PEG-Filmen von Abb. 153 werden quadratische Strukturen mit einer Dosis von 5 mC/cm?
erzeugt und nach der Inkubation in einer Losung mit Fluoreszenz-markiertem Fibrinogen (Alexa-
Fluor®648 conjugated fibrinogen) unter dem Fluoreszenzmikroskop untersucht. Bei dem verwen-
deten Filtersystem des Mikroskops (optimiert fiir den Farbstoff TexasRed®) leuchtet das Fibrinogen
und damit die Bereiche, auf denen es adsorbiert ist, rot auf. Wie erwartet erscheinen die bestrahl-
ten Bereiche rot, was bedeutet, dass sich Fibrinogen ausschlieRlich an diesen Arealen abgesetzt
hat. Selbst bei dem nur maRig Fibrinogen-resistenten 15 nm PEG-Filmen (siehe filmdickenabhéangi-
ge Proteinresistenz in Abb. 127) ein ist noch deutlicher Kontrast zu erkennen. Zudem ist ein schwa-
cher Trend wahrnehmbar, dass sich auf den unbestrahlten Bereichen umso mehr Fibrinogen abla-
gert, je diinner der jeweilige PEG-Film ist. Auch dieses Ergebnis steht im Einklang mit den in Ab-
schnitt 5.3.5 bestimmten Proteinad-
sorptionen mittels XPS.

Fiihrt man das gleiche Bestrahlungs-
und Fibrinogen-Adsorptionsexperi-
ment mit den in Abschnitt 5.2 bespro-
chenen, PEGylierten PEGI0k-iNBPT
Filmen durch, ergibt sich ein ganz g v 256
shnliches Bild (Abb. 154b). Auch diese %128 :/J,‘Fﬂ!“'{]ﬂ?‘w,(ﬁxf‘,v;'w!‘ JUV LA’M‘»"M\‘VJ’"U‘\\' 1285: \ f \ / \ /:\ ;1

Filme verlieren durch Elektronenbe- (9 00 5‘0 160 1éo 260 zéo 00 55 850 75 10C
C

strahlung ihre Biokompatibilitdt. Da
aber die PEG+iNBPT Filme mit ~5nm
viel dinner als die in diesem Kapitel

besprochenen PEG-Filme sind, ist die
raumliche Distanz des Fluoreszenz-

markierten Fibrinogens zum Goldsub- 7 256 256
strats geringer. Das flhrt zu einer %128 f ' 128m
betrachtlichen Verringerung der Fluo- (5 00 15 2560 00 153045 60

reszenzintensitat (,,quenching”) und zu
entsprechend langeren Belichtungs-
dauern. Die in Abb. 154 gezeigten FM-
Bilder wurden im Fall des 70 nm PEG-
Films fur 8 Sekunden belichtet, wéah-

30
Profil (um)
Abb. 153. Fluoreszenzmikroskopie Bilder von PEG-Filmen nach
lithographischer Strukturierung (5 mC/cm? 3 keV) und Ad-

sorption von Fluoreszenz-markiertem Fibrinogen; Filmdicken:
(2) und (b) 50 nm, (c) 33 nm und (d) 15 nm.

Profil (um)
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rend fiir das FM-Bild des PEK10k-iNBPT Films

FM: PEG10k+iNBPT: 30 s|

30 Sekunden nétig waren, um eine dhnliche
Helligkeit des Bildes zu erhalten. Neben den
verschiedenen  Belichtungszeiten unter-
scheiden sich beide PEG-Filme auch bei der
Betrachtung unter dem optischen Lichtmik-
roskop. Bei dem 70nm PEG-Film ist das

Lithographiemuster deutlich sichtbar
(Abb. 154c), wahrend bei dem wesentlich
dinneren PEG10k-iNBPT Film das Muster
nicht zu erkennen ist (Abb. 154d). Die hohe
Empfindlichkeit der PEG-Filme bezlglich des
Verlusts an Schichtdicke nach Elektronenbe-

DIC: PEG10k+iNBPT

strahlung wird also auch optisch direkt
sichtbar. Die Bestrahlung mit einer Dosis von

5 mC/cm? fuhrt bei dem 70 nm PEG-Film zu

einer Vertiefung von ~20 nm, diese sind im Abb. 154. FM Bilder zusammen mit den entsprechen-
den Lichtmikroskop Bildern (DIC) eines PEG(7onm)-
Films (a, ¢) und eines ~5 nm PEK10k-iNBPT-Films (b, d)
im differenziellen Interferenzkontrast (DIC) nach Bestrahlung mit 5 mC/cm? und Eintauchen in eine
Modus aufgenommen, bei dem sich Weg- L&sung mit fluoreszenzmarkiertem Fibrinogen.

Lichtmikroskop sichtbar. Die Bilder wurden

langenunterschiede des Lichtes in Hellig-
keitsunterschieden ausdriicken. Das fiihrt bei den untersuchten Strukturen zu einer deutlichen
Kontrastverbesserung.

Die DIC-Mikroskopie flihrt noch zu einem weiteren interessanten Phdnomen. Im letzten Abschnitt
wurde das Quellverhalten lithographisch strukturierter PEG-Filme untersucht. Es wurde gezeigt,
dass die Tiefe der Strukturen dosis- und vor allem auch temperaturabhdngig war. Diese Abhangig-
keiten der Strukturtiefe finden sich auch in DIC-Mikroskop Aufnahmen wieder, indem kreisférmige
Muster mit steigender Dosis zwischen 0.01 und 10 mC/cm? in einen 40 nm PEG-Film geschrieben
werden (Abb. 155). Bei der Aufnahme unter Raumtemperatur
sind die Strukturen ab einer Dosis von 0.5 mC/cm? zu erkennen.
Wird der Film aber auf 2 °C abgekihlt, schwillt der Film an den
unbestrahlten Bereichen an, was zur Vertiefung der Locher und
damit zu einer Erh6hung des optischen Kontrasts auch kleiner
Dosen fihrt.

Es bleibt noch die Frage zu klaren, ob einen Zusammenhang
zwischen der Bestrahlungsdosis und der Menge an adsorbiertem
Fibrinogen besteht. Dazu werden drei Strukturen mit einem
Dosisgradienten lithographisch in einen 70 nm PEG-Film ge-
schrieben, anschliefend in eine Losung mit fluoreszenzmarkier-
tem Fibrinogen gegeben und unter dem DIC- und dem Fluores-

zenzmikroskop untersucht (Abb. 156). Die Zahlenwerte in an den

jeweiligen Strukturen bezeichnen die Dosis, mit der der unter- Abb. 155. DIC Mikroskop Falsch-

bzw. obenliegende Bereich bestrahlt ist. Die Werte sind beson- farbenbilder der mit einem Elekt-

ders gut in der DIC-Mikroskopie-Bildern zu erkennen. Die Adsorp- ronenstrahl hergestellten Struk-

tion von Fibrinogen zeigt eine deutliche Reaktion auf die verwen- turen bei(a) 22°Cund (b) 2°C.
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Abb. 156. Mikroskopische Untersuchung (oben DIC, Mitte FM, unten Intensitadtsprofil)
der Fibrinogenadsorption auf 70 nm PEG-Filme, in die ein Bestrahlungsgradient ge-
schrieben worden ist.

dete Bestrahlungsdosis. Generell gilt, je grofRer die Dosis, desto heller die Bereiche und desto star-
ker die Proteinadsorption. Ab einer Dosis von ~0.1 mC/cm? beginnt sich das Fibrinogen auf den
bestrahlten Bereichen unabhangig von der Form des Musters abzusetzen. Die Intensitat des adsor-
bierten Fibrinogens nimmt mit steigender Dosis zu und erreicht bei einer Dosis von ~5 mC/cm? ihr
Maximum. Das heilst, bei den hier vorgestellten PEG-Filmen ist es nicht nur moglich, innerhalb
einer proteinabweisenden Matrix Bereiche beliebiger Form und GrofRe zu erzeugen, an denen
Proteine adsorbieren kdnnen. Es besteht sogar die Moglichkeit, in gewissem Rahmen die Menge an
Protein zu beeinflussen, die an das PEG adsorbiert werden kann.

Es stellt sich zuletzt noch die Frage, was der Grund fiir den Verlust der Biokompatibilitdt elektro-
nenbestrahlter PEG-Filme sein kdnnte. Die Elektronenbestrahlung fiihrt zu einer Verringerung der
Filmdicke. Das kann aber nicht der Grund sein, da die verbleibende Schichtdicke ausreichend sein
sollte, der Proteinadsorption zu widerstehen. Weit wichtiger ist die chemische Umwandlung der
Oberflache von einer typischen PEG- in eine carbenoide Struktur (siehe sie XPS-Ergebnisse der
Bestrahlung in Abschnitt 5.4.1). Der daraus resultierende Verlust an Quellvermogen bzw. der Fa-
higkeit, Wasser einzulagern, dirfte der eigentliche Grund fiir den Verlust an Proteinresistenz sein.
Polyethylenglykole sind gerade wegen ihrer Fahigkeit, Wassermolekiile zu binden, biokompatibel.
Fehlt diese Eigenschaft, konnen Proteine leicht auf diesen ,trockenen” Oberflachen adsorbieren
(hydrophiler Effekt).

5.4.8 Adsorption von Farbstoffmolekiilen aus wassriger Phase

Der Verlust der Quellfdhigkeit lasst sich noch auf eine andere Weise sichtbar machen als mit den
in Abschnitt 5.3.4 und 5.4.6 besprochenen Methoden der Adsorption von Feuchtigkeit aus der
Umgebung bei Abkiihlung des Filme. Sollten die Filme ihre Quelleigenschaften verlieren, dirfte
auch ein in Wasser geloster Fluoreszenzfarbstoff nicht mehr in die bestrahlten Stellen eindringen
dirfen und somit im Fluoreszenzmikroskop dunkel erscheinen. Die PEG-Filme werden wieder elekt-
ronenlithographisch mit einem Muster steigender Dosis strukturiert, in eine wassrige Losung mit
dem Fluoreszenzfarbstoff Fluoreszin gegeben und anschlieRend griindlich mit Wasser und Ethanol
abgespiilt. Die FM-Bilder sind in Abb. 157 abgebildet und mit einem Fluoreszenzfilter fir griin
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fluoreszierende  Proteine (green
fluorescence proteins, GFP) aufge-
nommen. Zunachst fallt auf, dass die
Bilder sehr scharf sind. Der Kontrast
der Elektronenbestrahlung spiegelt
sich nahezu vollstandig in dem Ad-
Farbstoffs

wider. Er haftet fast ausschlief3lich an

sorptionsmuster  des
unbestrahltem PEG, wiahrend die
bestrahlten Bereiche nahezu frei von
Fluoreszin bleiben. Es ist kein Verwa-
schen der Strukturen erkennbar, was
besonders in der dreidimensionalen
in Abb. 157d
sichtbar wird. Der Farbstoff wandert

Intensitatsprojektion

nicht in die bestrahlten Stellen ein.
Da das Fluoreszin als wassrige Lo-
sung vorgelegen hat, ist das Wasser
der entscheidende Faktor. Es trans-

Int. (w.E.)

2l0 4I0
Profil (um)

60

0 20 40
Profil (um)

Abb. 157. (a-c) Fluoreszenzmikroskopie-Bilder (GFP-Filter) von
PEG-Filmen verschiedener Filmdicke nach Bestrahlung (Zah-
lenwerte entsprechen der Dosis im mC/cm?) und Einlegen in
eine wadssrige Fluoreszin Losung zeigen den dosisabhdngigen
Einfluss auf den Verlust der Quellfahigkeit; (d) héheninverses,
dreidimensionales Profilbild von (c).

portiert den Farbstoff in den PEG-Film. Die bestrahlten Bereiche lagern kein Wasser ein und damit

auch kein Fluoreszin. Damit konnen diese Areale auch nicht mehr anschwellen. Das Fluoreszin-

Experiment bestatigt die bisherigen Erkenntnisse und erklart damit auch den Verlust an Biokompa-
tibilitat. Die hydrophoben, bestrahlten Bereiche sind nun fiir eine unspezifische Proteinadsorption

zugéanglich.

Ferner wirkt sich auch bei der Einlagerung von Fluorescein der Bestrahlungsgradient auf die Men-

ge des eingelagerten Farbstoffs aus.
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5.5 Verbundfilme aus Polyethylenglykolen mit Gold-Nanopartikeln (AuNPs)

5.5.1 Adsorption von AuNPs und filmdickenabhingige UV-VIS Spektren

Aufgrund der Quelleigenschaften der PEG-Filme beim Kontakt mit Wasser ist es interessant zu
untersuchen, was mit den darin geldsten Stoffen geschieht. Bei Proteinen und fiir Farbstoffe wurde
der Effekt bereits im letzten Abschnitt diskutiert. Wahrend Proteine wie Fibrinogen und Avidin sich
grolRtenteils wieder herauswaschen lieRen, verblieb beispielsweise der Farbstoff Fluoreszin liber-
wiegend in den PEG-Filmen. Eine zweite Klasse von in Wasser geldsten Materialien stellen kolloidal
geloste Stoffe dar. Kolloide sind Substanzen mit einer GroBe von unter einem Mikrometer, die in
einem Dispersionsmedium (z.B. Wasser) fein verteilt sind.

Um zu untersuchen wie sich kolloidales Gold (meist als Gold-Nanopartikel oder AuNPs bezeich-
net) im Zusammenhang mit den quellbaren PEG-Hydrogel Filmen verhalt, werden sie fir ungefdhr
eine Stunde in eine wassrige Losung der Nanopartikel getaucht (=9 nm; c=10"™ AuNPs/ml). Nach
dem Herausnehmen ist schon mit dem bloRen Auge eine deutliche Verdnderung der Filme wahr-
nehmbar. Je nach deren Schichtdicke erscheinen die anfangs farblosen und durchsichtigen PEG-
Filme griin, violett oder weiterhin transparent (Abb. 158). So fihrt die Einlagerung der Gold-
Nanopartikel bei einem 70 nm PEG-Film zu einem griinlichen Farbeindruck (Abb. 158c), wahrend
die Schicht bei einer Filmdicke von 40 nm rot-violett erscheint (Abb. 158b). Bei unter 20 nm sind
die Filme transparent (Abb. 158a), wobei allerdings ein moglicher Farbeindruck durch die starke
Eigenfarbe des Goldsubstrats tiberlagert sein kann. Die schichtdickenabhangige Farbe macht zu-
dem Inhomogenitdten des Films direkt sichtbar. Die griinen Bereiche in Abb. 158d deuten bei-
spielsweise auf Gebiete hoherer Schichtdicke innerhalb des 55 nm PEG-Films hin.

Ursachlich fir das Auftreten des Farbeindrucks nach Einlagerung der AuNPs kann ein Interferenz-
Effekt sein. Daflr waren zwei definierte optische Grenzflaichen notwendig, an denen das Licht
reflektiert wird. Die eine kann der Goldfilm
des Substrats sein, wahrend die andere die
Grenzflache des AuNPs-PEG-Films mit der
Umgebung darstellen kann. Gegen Interfe-
renz spricht allerdings die geringe Empfind-
lichkeit des Farbeindrucks von der Film-
dicke.

Wabhrscheinlicher ist demnach eine Erkla-
rung mit Hilfe der Theorie der lokalisierten
Oberflachenplasmonenresonanz (LSPR) von
AuNPs. Um diese Hypothese zu bestatigen,
missen die PEG-Filme UV-VIS-spektro-
skopisch charakterisiert werden, um film-
dickenabhdngige Absorptionsmaxima ohne
den Einfluss des Goldsubstrats untersuchen
zu kénnen.

Bei der Betrachtung der UV-VIS-Spektren
in Abhangigkeit von Filmdicke und Farbein-

Abb. 158. Abhangigkeit des Farbeindrucks nach Adsorp-
tion von Gold-Nanopartikeln in PEG-Filme der Dicke
druck (Abb.159) kénnen zunidchst zwei 20nm (a), 35 nm (b) und 70 nm (c); (d) Inhomogenité-
Beobachtungen festgehalten werden. Je ten der Filmdicke treten deutlich als unterschiedliche

nach Filmdicke kommt es zu einer Verande- Fevioen nemver (e Brliken eripredien I mim)
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rung von Position und der Intensitédt der Absorptionsma-

xima. So zeigt das UV-VIS Spektrum transparenter AuNP- uv-vis —— PEG(70nm)
; . . . . . 2.0l AuNPs: 39nm - - - PEG(40nm)
PEG-Filme mit einer Schichtdicke um die 20 nm insgesamt | ~ = == PEG(20nm)

eine nur gering ausgepragte Absorption. Dennoch ist ein

-
[9)]

schwaches Maximum bei 550 nm identifizierbar, welches
einer lokalisierten Oberflachenplasmonenresonanz (LSPR)
der im PEG-Film eingebetteten Gold-Nanopartikel zuge-

Absorption
(@)

ordnet werden kann (Abb. 160). Position und Intensitat

o
4}

der Bande lassen auf eine niedrige AuNP-Dichte schlieflen T . A
und der Film erscheint wegen der starken Eigenfarbe des 00,/ : transparent--J
Goldsubstrats und der geringen Schichtdicke farblos. 350 450 550 650 750

Mit steigender Filmdicke nehmen die Zahl der Nanopar- Wellenlange (nm)

tikel und die Intensitit der Lichtabsorption zu, sodass die APb-159. Abhangigkeit der UV-VIS Spek-
tren von der Schichtdicke der AuNP-

PEG-Verbundfilme.

PEG-Filme ab 40 nm allmahlich violett erscheinen. Bei
noch hoheren Filmdicken beginnt sich das Absorptions-
spektrum zu verandern. Bei einem 70 nm PEG-Film treten zwei Maxima auf. Die Bande bei 610 nm

lasst sich der um 60 nm rotverschobenen Absorption zuordnen, die auch bei den Filmen mit gerin-
gerer Schichtdicke beobachtet wird. Zusatzlich fiihrt eine Bande im nahen UV-Bereich bei 357 nm
zu einer Absorption der Blauanteile des Lichtes, was insgesamt zu dem griinen Farbeindruck des
Filmes fuhrt. Dieses zusatzliche Signal stammt moglicherweise von einer Multipol-Anregung der
AuNPs, die durch das Goldsubstrat hervorgerufen

wird.'”? a) k| b) 0.8 VIS 521 ﬁul:l;: e
Die Rotverschiebung der Bande im sichtbaren Be- | 506

reich kann mit der LSPR-Theorie von AuNPs erklart §0.4-

werden. Steigt die Dichte der Nanopartikel innerhalb § 0.2}

des Films in einen Bereich, bei dem der Abstand 0.0

400 500 600 700 800

A (nm)
kelradius entspricht, kdnnen die AuNPs kollektiv mit

. . Abb. 160. () Rotliche Farbe einer kolloidalen,
dem Licht reagieren, was zu der beobachteten Rot- Citrat-stabilisierten  Goldldsung mit einer
verschiebung der LSPR-Bande fiihrt. Das bedeutet mittleren PartikelgréRe von 9 nm; (b) das UV-
aber gleichzeitig, dass sich die Partikel in dickeren VIS Spektrum zeigt das typisches Absorpti-
onsmaximum bei 521 nm durch Plasmonenan-
regung der Valenzelektronen von Gold.

untereinander weniger als dem flinffachen des Parti-

Filmen leichter und vor allem in héheren Dichten

einlagern konnen

5.5.2 Temperaturabhingige UV-VIS Untersuchungen der AuNP-PEG-Filme

Einen weiterer Hinweis auf die Ursache der starken Adsorption durch die in den PEG-Filmen ein-
gebetteten Gold-Nanopartikel erhdlt man, wenn das in Abschnitt 5.3.4 diskutierte thermosensitive
Quellverhalten auf die AuNP-PEG-Verbundfilme angewendet wird. In diesem Fall flhrt ein An-
schwellen des Films bei homogener Verteilung der AuNPs zu einer sukzessiven Verringerung der
Dichte.

Am Beispiel des 70 nm AuNP-PEG-Films ist deutlich erkennbar, wie der bei Raumtemperatur gri-
ne Film mit fallender Temperatur und damit steigender Schichtdicke seine Farbe in rot-violett
dndert und schlieRlich farblos wird (Abb. 161). Das Anschwellen bzw. die Temperatur des PEG-Films
wird also direkt in eine Anderung der optischen Absorption (ibersetzt. Der filmdickenabgéngige
Farbverlauf ist qualitativ genau entgegengesetzt dem in Abb. 158 gezeigten Verlauf der Filmdicke.
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- 4 - 7 %
Abb. 161. Temperaturabhangiger Farbeindruck eines PEG(7onm) nach der Adsorption von
Gold-Nanopartikeln als Konsequenz des Quellens bei 22°C (a), 6°C (b) und 2°C (¢).

Das stiitzt die These, dass vor allem die Dichte der AuNPs fiir den Farbeindruck verantwortlich ist,
zumal sich die Filme wie bereits gezeigt auf das Doppelte ihrer urspriinglichen Filmdicke ausdehnen
kdénnen.

Das zeigt sich auch bei Bereichen des Filmes, an denen dieser weniger anschwellen kann (schwar-
zen Pfeile in Abb. 161). Die Farbe dieser Regionen ist bei 22 °C kaum von der des umgebenden
Films zu unterscheiden. Bei fallender Temperatur schwillt dieser Bereich weniger an und erscheint
weiterhin griin, wahrend die Umgebung sich violett verfarbt hat. Bei 2 °C schlief3lich ist diese Regi-
on violett, wahrend die Umgebung bereits keine Farbung mehr aufweist.

Um einen tiefergehenden Eindruck von den eigentlichen Absorptionsprozessen zu gewinnen,
werden von den AuNP-PEG Verbundfilmen temperaturabhangige UV-VIS-Spektren aufgenommen.
Als Referenz dienen PEG-Filme ohne eingebettete AuUNPs, um den Einfluss von Substrat und PEG-
Film zu eliminieren. In Abb. 162a ist das UV-VIS-Spektrum eines griinen, 70 nm AuNP-PEGs Films
gezeigt. Bei Raumtemperatur ist eine starke Absorptionsbande bei 608 nm zu erkennen, die nach
der Abkihlung der Probe auf 2 °C zu einer Wellenldnge von 541 nm verschoben ist. AuRerdem
nimmt die Intensitat der Absorption signifikant ab, was die scheinbare Transparenz des Films im
gequollenen Zustand erklart. Wichtiger aber ist die Betrachtung der Position der Absorptionsmaxi-
ma. Im Fall des geschwollenen Film liegt dieses im Bereich individueller, lokalisierter Oberflachen-
plasmonen von Gold-Nanopartikel. Im Gegensatz dazu ist das Maximum bei Raumtemperatur um
fast 70 nm rotverschoben, was darauf hindeutet, dass es zu einer kollektiven Anregung der Ober-
flachenplasmonen der AuNPs kommt. Das bedeutet aber gleichzeitig, dass der Interpartikelabstand
unterhalb des flinffachen Partikelradius gefallen ist, also bei unter 25 nm liegt.

Wird das UV-VIS Spektrum von

einem anféanglich violett geférbten, a) 2.0FAuNPs: @9 nm — 22°C b) 2.0rAuNPs: @ 9 nm 22°C
40 nm AuNP-PEG Film aufgenom- PEG(70nm) - --0ZC PEG(40nm) T
men, erkennt man, dass sich nur 15 c 1'5__ o

die Intensitat des Absorptionsma- '%_1_0 -% 1.0 2

ximums verandert hat (Abb. 162b). ;O') é 0 5'

Die Position bleibt weitestgehend §0-5 g T

konstant. Damit ist die Dichte der 0.0f ] Itrans_p:ri:";"; 0_0__,', : transparent
AuNPs in dem Film auch fur die 450 550 650 750 450 550 650 750
Intensitdt der Absorption verant- Wellenlange (nm) Wellenlange (nm)
wortlich. Abb. 162. Temperaturabhangige UV-VIS-Spektren eines (a) 70 nm

und (b) 40 nm AuNP-PEG Verbundfilms bei 22 °C (durchgezogene

Diese Ergebnisse lassen den
Linien) und 2 °C (gestrichelte Linien).

Schluss zu, dass es sich bei der
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Verfarbung der AuNP-PEG Verbundfilme nicht um einen Interferenzeffekt, sondern um das Zu-
sammenspiel der Anregung kollektiver und individueller lokalisierter Oberflachenplasmonenreso-
nanzen der eingebetteten AuNPs handelt. Sie sind in den PEG-Filmen gerade so dicht gepackt, dass
die Verdopplung der Filmdicke ausreicht, dass System vom Regime kollektiver in das individueller
LSPR zu Uberfihren. Das ist vor allem auch in der Hinsicht interessant, dass die Dichte der Nanopar-
tikel in den PEG-Filmen deutlich hoher ist als in der wassrigen Losung, aus der sie in die PEG-Filme
insertiert sind. Der Interpartikelabstand in der kolloidalen Goldlésung liegt in der GréRenordnung
von 300 nm.

5.5.3 Elektronenmikroskopische Untersuchung der AuNP-PEG-Filme

Zur Untersuchung von Verteilung und Dichte der Nanopartikel im den PEG-Filmen bietet sich das
Rasterelektronenmikroskop an. Wegen der hohen Massenzahl und der hohen spezifischen Dichte
von Gold, lassen sich AuNPs sehr gut elektronenmikroskopisch untersuchen. In Abb. 163 sind REM-
Aufnahmen von PEG-Filmen verschiedener Dicke nach dem Einlegen in eine Goldlésung mit einer
mittleren Partikelgrofe von 9 nm gezeigt. Auf einem Goldsubstrat, auf dem sich kein PEG-Film
befindet, scheiden sich auch keine Nanopartikel ab (Abb. 163a). Die Struktur der Oberflache ist
typisch fur eines 100 nm Goldfilm auf einem Siliziumsubstrat, der durch Bildung von Kristalliten
eine deutlich hohere Rauigkeit als das unterliegende, polierte Siliziumsubstrat aufweist.

In Abb. 163b ist das REM-Bild eines 20 nm PEG-Films auf Gold zu sehen, der fiir 60 Minuten in
eine wassrige Losung Citrat-stabilisierter Goldnanopartikel (=10™ AuNPs pro ml) getaucht war.
Deutlich ist die Adsorption von Nanopartikeln zu sehen. Sie sind homogen verteilt, weisen nur
geringe Agglomerationen auf und bedecken die Oberfldche zu ca. 15 % (der Bedeckungsgrad wurde
anhand des hell-dunkel Verhéltnisses bestimmt). Es ist interessant, dass sich die Goldpartikel im
Elektronenmikroskop so deutlich von dem
Substrat abheben. Auch wenn der Bild-
kontrast auf die Nanopartikel eingestellt
ist, zeigen sie eine deutlich héhere Emissi-
on von bildgebenden Elektronen als das
ebenfalls aus Gold bestehende Substrat.

Die Verwendung dickerer PEG-Filme bei
gleicher Eintauchdauer in die Goldlésung
flihrt zu einer steigenden Dichte der Na-
nopartikel. So erreichen 50 nm PEG-Filme
eine Oberflachenbedeckung von rund
43 % (Abb. 163c) und 100 nm dicke Filme
schlieBlich 77 % (Abb. 163d). Auch bei
dieser hohen Packungsdichte kommt es zu
keiner nennenswerten Agglomeration der
AuNPs.

Betrachtet man die entsprechenden -
Proben im AFM, erhilt man ein topogra- Abcli)-16‘1?.PITEEJMI;?”der21/0nI;9(I)<nm GO]dS‘(JE)Strate” o(hr;e (33
. . . und mi -Filmen der Dicke 20 nm (b), 50 nm (c) un
phisches Abbild 'der (.?berflache 100 nm (d) nach 60 minitigem Eintauchen in eine wassri-
(Abb. 164). Das AFM-Bild des reinen Gold- ge Lésung mit Gold-Nanopartikeln. Die Balken entspre-
substrats unterscheidet sich nur unwe- chen 100 nm Lange (100k-facher VergroRerung), die klei-
nen Fenster einer entsprechen 250k-facher Vergrof3erung.

sentlich von dem entsprechenden REM-
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Abb. 164. AFM-Bilder von 100 nm Goldsubstraten ohne (a) und mit PEG-Filmen der
Dicke 20 nm (b) und 50 nm (b) nach 60 miniitigem Eintauchen in eine wassrige Losung
mit Gold-Nanopartikeln. Die Balken entsprechen einer Lange von 100 nm. Der Héhen-
kontrast liegt bei 40 nm.

Bild in Abb. 163a. Bei 20 nm PEG-Filmen dagegen ist im AFM die Struktur des Goldsubstrats noch
deutlich erkennbar und auch bei 50 nm Filmdicke lasst sich der Golduntergrund noch gut erkennen.
Die Unebenheiten der PEG Schicht sind geringer als die des Goldsubstrats. Zudem sind die Nano-
partikel im Gegensatz zu den REM-Bildern schwieriger sichtbar zu machen, was dafiir spricht, dass
sie sich in Hohlrdumen innerhalb der PEG-Matrix befinden und nicht nur auf der Oberflache haften.

Eine weitere Moglichkeit, die Tiefenverteilung der Goldpartikel zu untersuchen, ist wieder die
Rasterelektronenmikroskopie. Dieses Mal wird die Probe allerdings im Profil untersucht, das heif3t,
sie wird in der Mitte durchgebrochen und senkrecht auf dem Probehalter montiert untersucht. Das
Ubersichtsbild in Abb. 165a zeigt in der linken Halfte den Siliziumsupport als grauen Bereich (B)
gefolgt von einem diinnen, hellen Streifen, der von dem Goldsubstrat herriihrt. Die rechte schwar-
ze Bildhalfte (A) resultiert vom Bereich des Vakuums. Untersucht man den mittleren, hellen Strei-
fen genauer, erkennt man, dass dieser eine Feinstruktur aufweist (Abb. 165b, Falschfarbenbild zur
Kontrastverbesserung). Er besteht seinerseits aus zwei hellen, ungefahr 100 nm breiten Streifen,
die durch einen schmalen dunkleren Bereich getrennt sind. Der Linke der beiden Streifen (C) ist
dem auf dem Silizium aufgedampften Goldsubstrat zuzuordnen, wahrend der rechte, etwas dunk-
lere Streifen (D) von den im dem PEG-Film eingelagerten Gold-Nanopartikeln stammt, die den PEG-
Film Uberhaupt erst fiir das REM sichtbar machen. Der Unterschied beider Schichten wird beson-
ders bei fortlaufendem Abtasten des Elektronenstrahls deutlich. Die PEG-Schicht zeigt mit zuneh-
mender Beobachtungszeit und damit
Bestrahlungsdosis signifikante Degenerati-
onserscheinungen (Abb. 165c). Schon nach
4 Scans (Bild Mitte, links) lber die gleiche

Stelle, beginnt die PEG-Schicht aufzuquel- b) ; [
len. Nach sechs Scans (Mitte, rechts) hebt .
sich die Schicht von dem Goldsubstrat ab :

und hat sich nach 9 Scans nahezu aufge-

IBst. Ursache ist zu einem Materialabtra- Abb. 165. REM Profilbilder eines 102 nm PEG-Films mit

gung durch den Elektronenstrahl (sput- AunPs D auf einem 100 nm Goldsubstrat C; (a) das Uber-

tern), zum andern heizen sich vom dem sichtsbild zeigt diesen als hellen Streifen neben dem

Elektronenstrahl getroffene Bereiche auf Siliziumsupport B in der linken Bildhalfte; (b) in einem

vergroflerten Ausschnitt erkennt man eine Feinstruktur;

(c) strahlungsbedingte Schaden fiihren zu einer Zersto-

PEG-Schicht fihrt zu einem Verdampfen.  rung des mit AuNPs gesittigten Films (jedes Bild ent-
spricht einem Scan des Elektronenstrahls).

und die schlechte Warmeleitfahigkeit der
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5.5.4 Adsorption von AuNPs in lithographisch strukturierte PEG-Filme I

In Abschnitt 5.4.7 wurde bereits . . Gold
i S Lithographie 0
gezeigt, dass es moglich ist, das Nanopartikel
Eindringen eines in Wasser gelds- u u u ¥
& — ¥
ten Farbstoffs in den PEG-Film zu PEG L. LB

unterdriicken, indem der Film mit

Elektronen bestrahlt wird. So Abb.166. Schema der strukturierten Adsorption von Goldnanopar-
tikeln in einen PEG-Film mittels direkter Elektronenstrahllithogra-

konnten bei Verwendung eines ) ' )
phie zu Herstellung negativer Adsorptionsmuster.

Elektronenstrahlschreibers Struk-
turen erzeugt werden, in die kein in Wasser geldster Farbstoff mehr gelangte. Es sollte daher mog-
lich sein, mit der gleichen Methode auch kolloidal in Wasser gel6ste Stoffe wie Gold Nanopartikel
oder Quantenpunkte (Quantendots) selektiv von der Adsorption in Bereichen auszuschlieRen, die
von einem Elektronenstrahl ,geschiitzt” wurden. Experimentell entspricht dieses Verfahren der
schon mehrfach besprochenen lithographischen Strukturierung in Kombination mit einem nachfol-
genden Eintauschen in eine wassrige Losung der Nanopartikel (Abb. 166).

Die PEG-Filme werden anschliefend mit dem Rasterelektronenmikroskop (REM) untersucht. In
den Ubersichtsbildern ist klar zu erkennen, dass sich die Nanopartikel (3=9 nm) fast ausschlieRlich
an den nicht bestrahlten Bereichen des PEG-Film anlagern. Diese sind im REM als helle Bereiche
identifizierbar, wahrend die bestrahlten Areale frei von den AuNPs bleiben und demnach dunkel
erscheinen (Abb. 167al und b1). Wird der Ausschnitt vergroRert, ist es sogar moglich, die einzel-
nen Goldpartikel in erstaunlicher Bildqualitat aufzulésen (Abb.167b2). Um diese optisch noch
deutlicher sichtbar zu machen, sind die Detailaufnahmen teilweise mit einem inversen Bildkontrast
gezeigt. Damit sind die Goldpartikel als dunkle Punkte auf einem hellen PEG-Hintergrund zu erken-

o s e & s o o

Abb. 167. Rasterelektronenmikroskopie Bilder nach der Adsorption von Gold-
Nanopartikeln (9 nm) auf mit Dosen von 10 mC/cm? elektronenstrahllithographisch
strukturierten PEG-Filmen der Dicke 50 nm: (a1-a3) kreisférmige Strukturen mit 2 pm
Durchmesser bei verschiedenen VergréRerungen; (b1+b2) quadratisches Schachbrett-
muster mit 2 um Kantenldnge bei zwei VergréRerungen, (b2) mit inversem Farbkontrast;
() Alternative zu AuNPs: CdSe Quantendots auf einem unstrukturierten PEG-Film.
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nen. Es muss noch einmal betont werden, dass die Aufnahmen mit einem Rasterelektronenmikro-
skop (REM) aufgenommen wurden und die Bildqualitdt fast an die eines einfachen Transmissions-
elektronenmikroskops (TEM) heranreicht. Es sind keine Verzerrungen durch Aufladungseffekte des
Elektronenstrahls erkennbar, was erstaunlich ist, da die AuNPs sich in einer elektrisch nicht leiten-
den organischen Matrix befinden.

Die Qualitat des lithographischen Adsorptionskontrasts kann in Form der Partikeldichte definiert
werden. Fir die in Abb. 167a gezeigte Struktur betrdgt an den unbestrahlten Bereichen die Parti-
keldichte ~70 %, wahrend nach einer Bestrahlung mit 10 mC/cm? die Dichte nur ~6 % betragt.

Zum Teil erhdlt man wie in Abb. 167b ein zunachst unerwartetes Adsorptionsmuster. Die be-
strahlten Strukturen weisen ein Streifenmuster aus Gold-Nanopartikeln auf. Erklarung findet das
Muster unter der Annahme, dass der Elektronenstrahl des Schreibers diese Strukturen verursacht.
Das Muster wird durch zeilenweises abfahren der Oberflache erzeugt. Kommt es zwischen zwei
Zeilen zu einem Versatz, besteht das Muster aus abwechselnd bestrahlten und nicht bestrahlten
Bereichen. Deren Breite kann anhand der GroRe der Nanopartikel auf ca. 10 nm abgeschatzt wer-
den. Interessanter ist jedoch wie hoch die laterale Auflésung ist. Die Adsorption der Nanopartikel
folgt genau dem Elektronenstrahl.

5.5.5 Adsorption von AuNPs in lithographisch strukturierte PEG-Filme II

1) Elektronen-

PMMA strahlschreiber [] [] AuNP ] I:I
E— —_— ~ —_— —
PEG 2) Entwickler PEG PEG PEG |

a1 [Ca ] [Aa 1 LA ]

Abb. 168. Schema der Strukturierung von PEG-Filmen mittels Elektronenstrahlresist-Technik
zur Herstellung positiver Adsorptionsmuster.

I

Das Muster der im letzten Kapitel besprochenen strukturierten Adsorption entsprach dem eines
negativen Abbilds der von dem Elektronenstrahl belichteten Bereiche. Interessanter wére es, wenn
man ein positives Abbild der Bestrahlungsmuster in der Adsorption erhalten wirde. Dann hatte
man eine proteinabweisende PEG-Matrix, in die an definierten Stellen kolloidal oder physikalisch
geloste Substanzen deponiert werden kénnten. Das wirde die Moglichkeit eroffnen, Gold-
Nanopartikel, die beispielswiese mit einem Antikorper versehen sind, in lokal begrenzten Struktu-
ren auf dem biokompatiblen PEG-Film einzulagern.

Um dieses zu erreichen, wird der PEG-Film mit einem Elektronenstrahlresist (PMMA) rotationsbe-
schichtet und lithographisch strukturiert (Abb. 168). Die Kombination aus Resist und Lithographie
ist sehr flexibel und kann leicht auch auf einen Photoresist in Zusammenhang mit der Bestrahlung
durch UV- oder sichtbares Licht erweitert werden.

Zur elektronenstrahllithographischen Strukturierung wird das PMMA per Rotationsbeschichtung
auf den PEG-Film gegeben und die gewiinschte Struktur in den Resist geschrieben. Laut Spezifikati-
on betragt die Dicke des verwendeten PMMA-Resists bei 4000 U/min ungefdhr 90 nm. Um eine
ausreichende Eindringtiefe des Elektronenstrahls zu gewéhrleisten, wird die Energie des Elektro-
nenstrahlschreibers auf 20 keV eingestellt. Bei der Wahl der Dosis muss allerdings darauf geachtet
werden, dass der Elektronenstrahl nicht mit dem darunterliegenden PEG-Film in Kontakt kommt,
da er sonst beschadigt wird und seine Quelleigenschaften einbliRen kann. Auf der anderen Seite
muss die Dosis ausreichend sein, damit sich der PMMA-Film bei der Entwicklung an den bestrahl-
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ten Stellen vollstandig auflost.

Gute Resultate werden mit einer a)
Dosis von 120 -160 uC/cm? er-
halten. Das AFM Profil nach dem

Entwicklungsschritt zeigt eine

LU
o dalabati

nahezu einheitliche Tiefe des
Resist von 150 nm (Abb. 169).
Das ist zwar mehr als die laut 5 3 T
Spezifikation angebenden 90 nm Profil (um)

far 4000 U/min, allerdings sind Abb. 169. (a) AFM Bild mit Tiefenprofil sowie (b) héheninverses 3D-

diese 90 nm nur ein Richtwert. Profilbild des PMMA Resists auf einem PEG-Film nach der Struktu-

Mit der Zeit steigt die Konzentra- rierung mit 160 pC/cm? bei 20 keV und nasschemischer Entwicklung

tion des PMMAs, welches in des Resists ml't einer 3:1 Mlschung von IPA und MIB‘K. Der'vertlkale
L o Zahlenwert gibt die Breite der Rechtecke an, die horizontalen

fliichtigem Chlorbenzol geldst ist, \yerte den Abstand der Rechtecke in Mikrometern).

durch Verdunsten des Losungs-

27

mittels an. Dennoch zeigten die AFM-Bilder mit den entsprechenden Héhenprofilen, dass sich der
PMMA-Resist an den mit 160 pC/cm? (bei 20 keV) bestrahlten Stellen nach dem Eintauchen in eine
Entwicklerflissigkeit (3:1 Mischung von Isopropanol, IPA und Methylisobuthylketon, MIBK) hochst-
hochstwahrscheinlich vollstandig entfernen lasst.

Damit ist der wichtigste Schritt zu Erzeugung von Positivmustern mit AuNPs gegeben. Sollten die
Partikel entsprechend dicht gepackt sein, ware das ein wichtiger Hinweis, dass die unterliegende
PEG-Schicht von dem Elektronenstrahlt nicht beeinflusst wird. In Abb. 170 wurde ein 70 nm PEG-
Film wie beschrieben mit einem PMMA Elektronenstrahlresist versehen und ein Muster von Quad-
raten geschrieben. Nach der Entwicklung wurde der Film fir eine Stunde in eine Losung citratstabi-
lisierter AuUNPs gegeben und elektronenmik- 3@
roskopisch untersucht (Abb. 170). Deutlich
sind die Bereiche als helle Areale zu erken-
nen, in denen sich die Goldnanopartikel
befinden. Bei starker VergrofRerung werden
die einzelnen Partikel wieder deutlich sicht-
bar (inverse Helligkeit). Sie sind dhnlich dicht
gepackt wie in den unbestrahlten Bereichen
in Abb.167. AuBerdem ist der Kontrast
zwischen bestrahlten und unbestrahlten
Bereichen noch besser, auf den von PMMA
bedeckten Bereichen sind nahezu keine
AuNPs adsorbiert.

Es konnte somit gezeigt werden, dass sich
zumindest Citrat-stabilisierte Gold-

Nanopartikel in hoher Dichte und mit gro-
Bem Kontrast als negatives und positives Abb. 170. REM-Bilder nach der Adsorption von Gold-
Nanopartikeln als positives Muster der lithographischen
Strukturierung (Bilder (c) und (d) sind mit inversem
Bildkontrast dargestellt).

Abbild eines Elektronenstrahls strukturiert
in die PEG-Filme einbetten lassen.
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5.6 PEG-Hydrogel Nanomembranen

5.6.1 Priparation

Eine interessante Anwendung hochgradig
PMMA Schutzschicht

qguervernetzter, polymerer Filme ist deren
Fahigkeit, als freistehende Membranen auch
ohne Substrat existieren zu konnen. Dieses
wurde bereits am Beispiel der PEG10k-iNBPT-
Filme demonstriert und damit ein generelles

| . — PEG-Film
<— Temporére Schicht (Gold)

Mechanische
Tragerschicht (Silizium)

Abb. 171. Schematischer Aufbau zur Prdparation

Prinzip zur Herstellung dinner Membranen freistehender Membranen aus diinnen Filmen.

aus quervernetzten Vorlauferfilmen aufge-
zeigt. Unl6slichkeit und Quellverhalten der in den letzten Kapiteln besprochenen PEG-Filme sind
deutliche Hinweise, dass diese ebenfalls hochgradig quervernetzt sind und so die Voraussetzung
zur Membranherstellung erfiillen. Bei der verwendeten Praparationsmethode muss sich nicht nur
die Filmdicke in der Dicke der Membranen widerspiegeln, sondern es sollten sich auch variable
Membrandicken von wenigen bis zu einigen hundert Nanometern realisieren lassen.

Die Herstellung der Membranen auf Grundlage quervernetzter PEG-Filme unterscheidet sich da-
bei nur unwesentlich von der, die bei der Praparation der Nanomembranen aus quervernetzten,
PEGylierten SAMs verwendet wurde. Der PEG-Film befindet zwischen einer temporaren Schicht auf
der einen Seite (dem ,sacrificial layer”) und einer polymeren Schutzschicht auf der anderen Seite,
wahrend sich das ganze System auf einem mechanisch stabilen Trager (Support) befindet
(Abb. 171). Der polymere Schutzfilm besteht aus einer ca. 50 nm dicken PMMA-Schicht und als
temporare Schicht wird ein 100 nm Goldfilm auf einem Siliziumtrager verwendet.

5.6.2 Rasterkraftmikroskopische Charakterisierung

Die PEG-Membranen konnen rasterkraftmikroskopisch
(AFM) bezuglich ihrer Dicke charakterisiert werden, indem
die PEG-Filme von ihrem Substrat angehoben und auf ein
Waferstlick aus poliertem Silizium transferiert werden.
AnschlieBend lassen sich die Membrandicken mit dem AFM

bestimmen, indem die Hohe der Membrankante vermes-

sen wird (Abb. 172). Die Resultate werden dann mit den Abb.172. Schema zur Bestimmung der
Dicke einer PEG-Membran (blau) mittels
Rasterkraftmikroskop (AFM).

ellipsometrischen Werten des entsprechenden Vorlaufer-

films verglichen.

Die AFM-Bilder zusammen mit den Hohenprofilen sind in Abb. 173 gezeigt. Zunachst erkennt
man, dass die Membranen selber kaum eigene Strukturen aufweisen, was bedeutet, dass sie im
untersuchten GroRenbereich topographisch weitgehend homogen sind. Zudem zeigen sie eine
deutlich ausgepragte Kante von nur wenigen Mikrometern Ausdehnung. Das ist wichtig, da nur so
eine genaue Bestimmung der Membrandicke mit dem AFM gewahrleistet ist. Derart scharf defi-
nierte Schnittkanten lassen sich erreichen, indem die mit PMMA geschiitzten PEG-Filme zusammen
mit dem Siliziumwafer zerteilt werden. Die (100)-Ausrichtung der Siliziumoberflache flihrt beim
Brechen des Wafers zu sehr geraden Bruchstellen und gleichzeitig zu einem gradlinigen und wenig
ausgefransten Zerreillen der anhaftenden Gold-PEG-PMMA Dreifachschicht.

Bei Betrachtung der AFM-Aufnahmen der Membrankanten in Abb. 173 fallt auf, dass ihre H6hen
erwartungsgemall mit steigender Konzentration der verwendeten PEG-L6sung zunehmen. Die
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lassen sich durch
Anpassen der Rohdaten der AFM-
Hohenprofile (rote,
Linien) entlang der weiRen Line in
den AFM-Bildern an eine Stufenfunk-

Membrandicken

durchgehende

Hbéhe (nm)

tion (schwarze, gestrichelte Linien)
bestimmen.

Werden diese Membrandicken ge-
gen die Konzentration der jeweiligen
PEG-L6sung des Vorlauferfilms auf-

Hbéhe (nm)

getragen, erhdlt man einen anna-

hernd linearen Zusammenhang zwi-
schen den logarithmierten GroéRen
der Konzentration und der Film- bzw.
Membrandicke (Abb. 174). Die Punk-

te lassen sich an eine lineare Funkti- 2 100
on vom Typ 2 of, R v— . ok, |

0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
(Gl.37) In(d) =In(a) + b-In(c) Profil (um) Profil (um)

anpassen. d ist die Film- bzw. Mem-
brandicke in Nanometern, c ist die
Konzentration in mg/ml, wihrend a

Abb. 173. AFM Héhenprofilmessungen von PEG-Membranen
auf einer Siliziumoberflache zur Bestimmung der Dicke der
Membranen. Die Angabe der Konzentrationen bezieht sich auf
die PEG-LOsung bei zugrundeliegender PEG-Film-Herstellung.

und b Parameter der zugrundelie-
genden Potenzfunktion

(Gl. 38)

sind. Analog werden auch die ellipsometrisch ermittelten PEG-

d=a-cP

Filmdicken gegen die Konzentration aufgetragen (Abb. 174, rote
Quadrate) und gemal Gleichung 37 angepasst. Die beiden Koeffi-
zienten a und b sind fir die Filme und die Membranen in Tabelle 5
zusammengefasst. Der Parameter a hat die Einheit nm/(mg-ml™),
wdhrend b keine Einheit besitzt.

Es kann festgehalten werden, dass sich im untersuchten Kon-
zentrationsintervall die rasterkraftmikroskopische Dicke der Mem-
branen nicht wesentlich von den ellipsometrisch gemessenen
Werten der entsprechenden Vorlauferfilme unterscheidet. Beide
sollten im Idealfall identisch sein. Dennoch beruhen die zwei
Messverfahren auf vollkommen verschiedenen Prinzipien und die
gute Analogie der Resultate bestatigt die Zuverlassigkeit der bei-
den verwendeten Charakterisierungsmethoden.

Werden die beiden Parameter genauer analysiert, fallt auf, dass
b (die Steigung der Geraden in Abb.174) sowohl bei den PEG-
Filmen als auch bei den Membranen ziemlich genau den Wert von
eins aufweist. Das bedeutet, dass die Dicke der PEG-Filme und der
Membranen im verwendeten Wertebereich linear mit der Kon-
zentration ansteigt. Allerdings liegen die absoluten Werte bei den

m
o~
o
o

= F e PEG-Membran ki
- =  PEG-Film .,
o .
O 100} T
© Eyl

@ o

§ el

= 10} 77 1
E "

- 1 5 10 30

Konzentration (mg/ml)

Abb. 174. Gegeniiberstellung der
rasterkraftmikroskopisch be-
stimmten PEG-Membrandicken
mit den ellipsometrisch erhal-
tenen PEG-Filmdicken.

In(a) b
PEG- 7.1 1.00
Filme (x0.2) (+0.05)
PEG- 10.2 1.08
Membranen (t1.2) (£0.13)

Tabelle 5. Fit-Parameter der
Messwerte aus Abb. 174 fir die
Gleichungen 37 und 38.
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Membranen um etwa 20-30 % Uber denen der PEG-Filme, was sich in einem Unterschied des Pa-
rameters b bzw. y-Achsenabschnitt der Geraden in Abb. 174 bemerkbar macht. Der Offset kann
entweder messtechnische Ursachen haben (Ellipsometrie vs. Rasterkraftmikroskop) oder einen
realen Hintergrund haben, indem die Membranen durch ein Anschwellen wahrend des Separati-
onsprozesses oder danach um 20-30 % dicker sind als ihre Vorlauferfilme.

5.6.3 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung

Im nachsten Schritt werden die PEG-
Membranen auf ihre Eignung als Trager-
film in elektronenmikroskopischen Expe-
rimenten untersucht. Um zusatzlich zu
lberprifen, ob die Membranen ebenfalls
das Hydrogel-typische Quellverhalten
aufweisen, werden sie Uber Nacht auf der
Oberflache einer wassrigen Losung mit
Gold-Nanopartikel platziert und erst dann

Abb. 175. Rasterelektronenmikroskopie Bilder einer 50 nm
auf eine Lochmaske transferiert. Entspre- pgG-Membran, die iber ein TEM-Grid mit 10 pm Lochgré-
chend wird eine 50nm AuNP-PEG- Re gespannten ist (dargestellt mit inversem Helligkeits-
kontrast) und in der AuNP (=9 nm) eingebettet sind. (a)
MaRstab 1 pm PE=3 keV; (b) MaRstab 20 nm, PE=20 keV.

Verbundmembran auf ein TEM-Grid mit
10 um groRRen Lochern gespannt und im
Rasterelektronenmikroskop (REM) untersucht. Das Ubersichtsbild bei 3000-facher VergréRerung
macht deutlich, dass die Membran homogen iiber die Offnung des Gittes gespannt werden kann

(Abb. 175a). Um einen besseren visuellen Eindruck der Bilder zu erhalten, sind sie mit einem inver-
sen Helligkeitskontrast dargestellt, d.h. Elemente mit hoher Massenzahl wie AuNPs erscheinen
dunkel, wahrend organische Materialien (Elemente niedrige Massenzahl) hell sind.

Das Detailbild in Abb. 175b zeigt die Membran bei 250 000-facher VergréRerung. Um den Ober-
flachenkontrast und damit den Einfluss Membran auf die Bildinformation zu minimieren, ist die
Abbildung bei einer Energie der Primarelektronen (PE) des REMs von 20 keV aufgenommen. Man
erkennt deutlich die in der Membran eingebetteten Gold-Nanopartikel mit ihrem mittleren Durch-
messer von 9 nm. Die Abbildung demonstriert zum einen, dass auch die Membranen in der Lage
sind, Nanopartikel in ihrer Matrix zu einzubinden. Nicht weniger wichtig ist aber die Tatsache, dass
es Uberhaupt moglich ist, dieses Bild in so hoher VergroRerung mit einem Rasterelektronenmikro-
skop aufnehmen zu kénnen, ohne dass die Membran durch den Primarstrahl zerstort wird. REM-
Untersuchungen an PEG-Membranen, in denen keine AuNPs eingelagert sind, weisen eine signifi-
kant héhere Empfindlichkeit gegeniiber REM-Untersuchungen auf. Es scheint, dass die Einbettung
der AuNPs zu einer Stabilisierung der PEG-Membranen bei elektronenmikroskopischen Experimen-
ten fuhrt, indem die von dem Primarstrahl des Mikroskops in der Membran deponierte Ladung und
Warmeenergie Gber die Metallpartikel abgefiihrt werden kann.
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5.6.4 Makromechanische Eigenschaften der PEG-Membranen

Der charakteristische Parameter zur Beschreibung makroskopischer Eigenschaften freistehender
Membranen ist das Elastizititsmodul (E-Modul). Aufgrund der hohen Stabilitat der Membranen
kann das E-Modul mit Hilfe der Bulge-Test Methode ermittelt werden, die sich durch ihren relativ
einfachen experimentellen Aufbau auszeichnet. Zudem erhélt man gleichzeitig einen zweiten Pa-
rameter freistehender Membranen, die Eigenspannung oo. Sie beschreibt eine intrinsische Span-
nung, die auch vorhanden ist, wenn auf die Membran keine externe Kraft wirkt. Grundlage fiir den
Bulge-Test ist die in Abschnitt 3.8 hergeleitete Gleichung 25:
8.t
3 a* 1-v

(Gl. 25) Pl =4 =00+ E-h?,

bzw. in Form eines Polynoms dritten Grades von h dargestellt:
(Gl 259) p=4-—00-h+3 = —E-h

Sie beschreibt den Zusammenhang zwischen den Parametern der Membran (E und o,), den geo-
metrischen Ausdehnungen (a, t) und ihrer Reaktion (h) auf eine dullere Kraft (p) (Abb. 176a). Vo-
raussetzung fir den Bulge-Test ist, dass die PEG-Membranen eine hohe mechanische Stabilitat
aufweisen. Im Zusammenhang mit der Bestimmung der Membranauslenkung h durch den Okular-
maRstab eines Lichtmikroskops, muss h im Bereich von mindestens 100 um liegen, um eine ausrei-
chende Genauigkeit der Auslenkung zu gewahrleisten. Da die Gleichung 25 streng genommen nur
fir den Fall giltig ist, dass die Auslenkung klein im Verhaltnis zum Durchmesser der LochgrolRRe ist,
also dass h<«a ist, sollten die Membranen freistehend Uber einer Lochmaske von mindestens
200 um Ausdehnung existieren kdnnen (2-a>100 um). Eine derartige Anforderung ist fir Nano-
membranen mit einer Dicke von t=50 nm

a) b)

nicht trivial. Zumal die Membranen bei
Auslenkungen im Bereich von h=100um
eigentlich im Zentimeter-Bereich freiste-
hend sein missten.
Wird die Membranen wie dieser Arbeit auf
eine Lochmaske mit einem Durchmesser
von nur 300 um (a=150um) gespannt,
muss ihre maximale Auslenkung deutlich
kleiner sein (h << 150 um), was dann aber zu
einer ungenauen Bestimmung der Auslen-
kung durch den OkularmaRstab fiihrt. Oder
man dehnt die Auslenkung auf einen Be-
reich h=~a aus, bei der Gleichung 25 zu-
nehmend ihre Giltigkeit verliert.

In Abb. 176b und c sind die Bilder einer
50nm dinnen PEG-Membran gezeigt, die app. 176. Lichtmikroskopische Bilder einer 50 nm PEG-
freistehend auf einer 300 um Lochmaske Membran. (a) Definition der geometrischen Parameter

mit runder Offnung bzw. mit quadratischen VON Auslenkung und Durchmesser; (b) die Membran
freistehend Uber einer 300 um Lochblende und (c)
einem TEM-Grid mit 75 Maschen/Zoll, was einer Kanten-
sche Stabilitat zeigt sich schon qualitativ |3nge von ~300 um entspricht; (d) die Membran kurz vor

dahingehend, dass sie (iber einer 300 um dem Zerreisen bei h > 2a (ultimate tensile stress).

Offnungen gespannt ist. Die hohe mechani-
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Lochblende auf mehr als Ap=0kPa Ap=2kPa
h=300 um ausgedehnt werden
kann, was mit einer Verdopp-
lung der Flache der Membran
einhergeht (Abb. 176d). Damit
erfillen die Membranen die
Voraussetzung, um als Templat Ap=5kPa Ap=10kP
fir die Bulge-Test Methode
verwendet werden zu kdnnen.

Die Durchfiihrung eines Bulge-
Tests wird in der Bilderserie

einer 50 nm PEG-Membran, die -
Abb. 177. Bilderserie der druckabhangigen Auslenkung einer PEG-

tber eine 300um Lochblende Membran, die tiber eine Lochmaske gespannt ist (MaRstab=100 pm).

(a=150 um) gespannt ist, in
Abb. 177 demonstriert. Klar ist zu erkennen, wie sich die Membran bei steigender Druckdifferenz

zu wolben beginnt. Die Auftragung der Messwerte der Ausrenkung bei gegebenem Druck zeigt
Abb. 178a. Werden direkt als Funktion der Auslenkung von der Druckdifferenz aufgetragen (h
gegen Ap), hat die Spannungs-Dehnungs-Kurve gemdaR Gleichung 25‘ die Form eines Polynoms
dritten Grades. In Abb. 178a ist diese Auftragung fir den ersten und den neunten Expansionszyklus
abgebildet. Es scheint, dass die Membranen durch die periodischen Expansionen und Kontraktio-
nen weicher werden. So benétigt beispielsweise eine Auslenkung von 150 um im ersten Expansi-
onszyklus eine Druckdifferenz von 4.5 kPa, nach dem 9. Zyklus dagegen nur noch rund 3 kPa. Zur
Bestimmung der mechanischen Parameter der Membran wird der neunte Zyklus verwendet und
die Messpunkte zunachst an Gleichung 25 fir Auslenkungen 0 bis 150 um angepasst (die rote
Kurve in Abb. 178a). Unter der Annahme einer Membrandicke von 50 nm und einer Possionzahl v
von 0.25 ergibt sich fiir die Eigenspannung oo ein Wert von 2 MPa und fiir das E-Modul ein Wert
von knapp unter 100 MPa. Diese Resultate sind im Vergleich zu anderen polymeren Membranen
deutlich zu niedrig. Beispielsweise wurden fir das Elastizititsmodul von Membranen quervernetz-
ter aromatischer SAMs Werte von 10 GPa bei einer Eigenspannung von 40 MPa gefunden und
WATANABE et al. erhielten fir die von ihnen hergestellten organischen Nanomembranen Werte um
die 1GPa fiir das E-Modul.>"*® In

. ) a)80fpegs0nm) | b) 4of /
dieser GréRRenordnung sollten auch 2a=300um | =, | /e .
die Werte fur die PEG-Membranen g.of" 1 oKus N o " .
e 9. Zykus [ - A )/ i m
liegen. o LI 230. ® .
. . s Q 40l ;a2 = afne ™ : .
Eine Erklarung fur die groBen Ab- x5 . /ot e T Y : o« -~
N ) — iy Loe
weichungen zwischen den gemes- %20_ i "’.:,,ﬁﬂ S 20f poettetes? «*
senen und erwarteten Werten fir ' e’ T = ;' .
e : :
das E-Modul findet sich in der Her- 0.0 w" , . T . 10 A et
leitung von Gleichung 25 (Ab- 0 50 100 150 200 0 10k 20k 30k 40
h (um) R (um?)

schnitt 3.8). Sie gilt wie schon an-

Abb. 178. Experimentelle Spannungs-Dehnungs-Kurve einer
50 nm PEG-Membran tiber einer 300 pm Lochblende: (a) Eine
kleiner Auslenkungen bezliglich des  Auftragung der Auslenkung gegen den Druck ergibt einen kubi-
Radius der Lochmaske. Bei der hier schen Zusammenhang; (b) die Auftragung des Quadrats der
Auslenkung gegen den Druck pro Auslenkung fiihrt zu einem
linearen Zusammenhang.

gemerkt nur unter der Annahme

durchgefiihrten Messung ist diese

Bedingung nicht mehr gegeben,
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denn h liegt mit bis zu 150 um in derselben GroRenordnung wie a. Deshalb werden in einem zwei-
ten Versuch zur Anpassung an Gleichung 25 nur die Messwerte bis zu einer Auslenkung von
h=30 um herangezogen (griine Kurve in Abb. 178), was zu einem E-Modul von 0.8 GPa bei einer
Eigenspannung von 3 MPa fiihrt. Diese Werte stimmen bei Weitem besser mit den erwarteten
Werten Uberein. Dennoch muss angemerkt werden, dass es bei kleinen Auslenkungen zu gréReren
Ungenauigkeit bei der Messung von h mit dem Okularmalstab kommt. Offensichtlich wirkt sich
dieser Fehler aber nicht so entscheidend aus wie Abweichung beim Verlassen des Giiltigkeitsbe-
reichs von Gleichung 25 bzw. 25°.

Alternativ kdnnen die Messwerte der Druck-Auslenkungs-Kurve auch wie in Abb. 178b gezeigt
gemall Geleichung 25 aufgetragen werden. Zu erwarten ware in diesem Fall ein linearer Verlauf,
wenn Ap/h gegen h? aufgetragen wird. Allerdings weichen die Messwerte auch in dieser Darstel-
lung deutlich davon ab, was noch einmal bestatigt, dass der gewahlte experimentelle Aufbau nur
im Bereich kleiner Auslenkungen mit der Theorie hinter Gleichung 25 Ubereinstimmt. Was bei
dieser Form der Auftragung deutlich wird, ist die Veranderung der Eigenspannung mit fortschrei-
tenden Messzyklen. oo ergibt sich direkt aus der Interpolation der Messwerte mit dem Schnitt-
punkt der y-Achse. Wahrend dieser beim ersten Zyklus bei 28 Pa/um (respektive oo =3.6 MPa) liegt,
betrdgt er nach dem neunten Zyklus nur noch 15 Pa/um (6o=1.7 MPa).

Es kann festgehalten werden, dass die PEG-Membranen sich als auBerordentlich stabil erweisen,
um freistehend Uber Flachen von mehreren einhundert Mikrometern existieren zu kdnnen. Damit
kénnen ihre makromechanischen Eigenschaften prinzipiell mit der Bulge-Test Methode bestimmt
werden. Allerdings muss dafiir experimentell gegeben sein, dass die Auslenkung der Membran
klein ist gegeniiber dem Durchmesser der Lochmaske auf dem sie montiert wird. Das in dieser
Arbeit verwendete Verfahren zu Bestimmung der Auslenkung mittels eines Okularmalstabs ist
zwar experimentell sehr einfach durchzufiihren, fiihrt aber zu den erwahnten Problemen. Als L6-
sung kann die GroRe der Lochmaske vergroRert werden, sofern die mechanische Stabilitdt der
Membran das zuldsst.

Oder die Auslenkungen mussen indirekt bestimmt werden. Um die Einschrankungen mit dem
OkularmaRstab zu umgehen, wird in der Literatur ein alteratives Verfahren verwendet, das die
Messung kleiner Auslenkungen im Mikrometerbereich erlaubt. Wird die Membran mit einem La-
serstrahl im geometrischen Aufbau eines Interferometers beleuchtet, entsteht auf ihr ein ringfor-
miges Interferenzmuster (Newtonsche Ringe), mit dessen Hilfe sich die Dehnung der Membran
auch fir eine kleine Auslenkung berechnen lasst. Allerdings ist dieser Aufbau deutlich aufwandiger,
weshalb in dieser Arbeit auf eine solche Durchfiihrung zunachst verzichtet wurde.
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6 Zusammenfassung

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen sich in drei Abschnitte unterteilen. Zunachst wurden elektro-
nenstrahlinduzierte Effekte von aromatischen selbstaggregierenden Monolagen (SAMs) unter-
sucht. Es konnte gezeigt werden, dass sich SAMs aus 4‘-Cyanobiphenyl-4-thiol (CBPT) als alternati-

ves Templat in der chemischen Elektronenstrahllithographie eignen
und dass sich auf diesen Monolagen Polymerbirsten aus P-NIPAM
herstellen lieRen. In dem Zusammenhang wurde dargelegt, dass bei
elektronenstrahl-induzierten Prozessen die Effektivitdt der Elektronen

mit steigender Energie abnimmt, was den Schluss darlegt, dass elekt-

ronenstrahlinduzierten Effekte vor allem durch Sekundarelektronen bis 10 eV hervorgerufen wer-
den. Ferner wurde untersucht, ob die Bestrahlung mit Elektronen einen Einfluss auf die Reaktivitat
von oberflachengebundenen Aminogruppen hat. Es konnte eine diesbeziigliche Wirkung gefunden
werden, dass oberflachengebundene Aminogruppen durch Elektronenbestrahlung teilweise deak-
tiviert werden bzw. an Reaktivitat einblRen.

Der zweite Abschnitt beschéftigte sich mit der in der Einleitung gestellten Frage ob es moglich ist,
ultradiinne, biokompatible Nanomembranen herzustellen, die sich als "
Tragerfilm biologischer Proben fir die hochauflésende Transmissions-
elektronenmikroskopie (HRTEM) eignen. Als Basismaterial wurden durch
Elektronenbestrahlung quervernetze Filme aus 4‘-Nitrobiphenyl-4-thiol-
SAMs (NBPT-SAMs) verwendet und Epoxid-terminiertes Polyethylenglykol

(PEG) mit einem neu entwickelten Verfahren aus Rotationsbeschichtung
und thermischer Kopplung an den SAM gebunden. Bei Verwendung von KA
PEG mit einer Molmasse ab 10000 g/mol waren die PEGylierten NBPT-Filme bei einer Gesamtdicke
von nur 5 nm biokompatibel, d.h. sie waren in der Lage, der Adsorption von Fibrinogen vollstandig
zu widerstehen. Ferner war es mit lithographischen Methoden moglich, auch strukturierte PEG-
Muster zur rdumlich-strukturierten Proteinadsorption herzustellen.

Der zweite Teil dieses Abschnitts widmete sich der Praparation und Charakterisierung freistehen-
der Membranen aus den PEG-NBPT Filmen. Dazu wurde eine bestehende Methode dahingegen
optimiert, quervernetzte SAMs auch ohne Verwendung konzentrierter Flusssdue (HF) von ihrem
Substrat abzuheben zu kdnnen. So was es moglich, PEGylierte NBPT-Filme als freistehende, ultra-
diinne Nanomembran zu prapariert, ohne dass sie ihre Proteinresistenz verliehen. Die Eignung der
Membranen als elektronenmikroskopischer Support biologischer Proben wurde anhand hochaufl6-
sender TEM-Aufnahmen von Gold-Nanopartikeln und dem Eisenspeicherprotein Ferritin gezeigt.

Im letzten Abschnitt dieser Arbeit wurde der Frage nachgegangen, ob es moglich sei, doppelseitig
biokompatible Nanomembranen aus PEG als Basismaterial herzustellen.
Grundlagen waren wieder quervernetze diinne Filme, die allerdings dieses
Mal ausschlieSlich aus Polyethylenglykolen bestanden. Die Quer-
vernetzung selber wurde mittels einer chemischen Reaktion durchgefihrt.
Um einen hohen Quervernetzungsgrad zu gewahrleisten, erwies sich ein
Zweikomponentensystem multifunktioneller, verzweigter Polyethylengly-
kole (STAR-PEGSs) als zielfihrend. Praktisch wurden Epoxid- und Amino-
terminierte, 4-armige STAR-PEGs der Molmasse 2000 g/mol eingesetzt, die in Chlorform gelGst per

Rotationsbeschichtung ab Filmdicken von 6 nm auf vergoldeten Siliziumsubstraten aufgetragen
werden konnten. Die chemische Reaktion der Epoxid- und Aminogruppen erfolge durch Erwarmen
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unter Schutzgas. Danach waren die PEG-Film so stabil, dass sie sich weder mit einem Losungsmittel
noch durch Ultraschallbehandlung wieder entfernen lieRen. Die ultradiinnen PEG-Hydrogel Filme
wurden auf ihr Quellverhalten, ihre Proteinresistenz und ihre Einlage-
rungsfahigkeit von Gold-Nanopartikeln untersucht. Ein kontinuierliches
Quellverhalten konnte mit Hilfe eines Peltier-Elements durchgefiihrt wer-
den, wobei sich ein reproduzierbares Verhalten zeigte. Ab Filmdicken von
30 nm wiesen sie ein Schwellverhéltnis von zwei auf, was im Einklang mit

dem hohen Vernetzungsgrad steht. Beziiglich der Biokompatibilitdt wurde
gezeigt, dass Fibrinogen nur bedingt in der Lage war, irreversibel in den Filmen zu adsorbieren. Im
Gegensatz dazu konnten Citrat-stabilisierte Gold-Nanopartikel in so hoher Dichte in den PEG-
Filmen eingebettet werden, dass ihr Einfluss auf die optischen Eigenschaften schon mit blofem
Auge sichtbar war. Zudem liel§ sich eine deutliche filmdickenabhadngige Verschiebung des Absorpti-
onsmaximums der lokalisierten Oberflichenplasmonenresonanz (LSPR) der eingebetteten Gold-
nanopartikel um bis zu 70 nm nachweisen. So fiihrte das Absinken der Temperatur zu einer Film-
dickenzunahme, die sich als optisches Signal detektieren liel3.

Der zweite Aspekt der PEG-Filme betraf ihr Verhalten beziiglich der Bestrahlung mit niederener-
getischen Elektronen. Zur eingehenden Untersuchung wurden die PEG-Filme im Ultrahochvakuum
sukzessive bestrahlt und die Verdanderungen in-situ rbntgenphotoeIektronenspektroskopisch (XPS)

gemessen. Dabei zeigte sich, dass sich die PEG-Filme Filme vor allem da- _ ":""';‘5" ._.;@“"‘”"
hingehend chemisch-strukturell verénderten, dass sie sich von einer PEG- : :ﬁ.ﬁﬁ?{\g
e

charakteristischen Stochiometrie in eine carbenoide, kohlenstoffangerei- N}%,W ‘;fk‘ .é.e‘;- {'E
cherte Matrix umwandelten, die wesentlich hydrophober und nicht mehr W&Qﬁm%&
proteinresistent war. Sie zeigt aber vor allem auch nicht mehr das fiir PEG- ¥ .%5:°3ﬂ%ﬁ mi’
Hydrogele typische Quellverhalten durch Wassereinlagerung. Mit Hilfe sz .....&ni "
lithographischer Strukturierung konnten so Bereiche innerhalb einer PEG-Matrix erzeugt werden,
an denen sich selektiv Biomolekiile anlagern konnten oder die von der Adsorption weiterer Kom-
ponenten wie Gold-Nanopartikeln ausgeschlossen waren.

Zuletzt wurden die PEG-Filme von ihrem Substrat abgehoben und ab einer Dicke von 20 nm als
freistehende PEG-Hydrogel Nanomembranen auf Lochmasken Ubertragen.
Der Hydrogel-Charakter wurde nachgewiesen, da die Membranen weiter-

hin in der Lage waren, Gold-Nanopartikel in ihrer Matrix einzubetten und
so eine AuNP-PEG-Verbundmembran zu bilden. Ferner machte die hohe w
mechanische Stabilitdt es moglich, makromechanische Eigenschaften wie -
Elastizitdtsmodul und Eigenspannung der Membranen mit einer einfachen “
experimentellen Methode des Bulge-Tests zu bestimmen. Der erhaltene Wert fir das E-Modul liegt

prs

mit einem Wert um die 1 GPa im Bereich anderer organischer Nanomembranen.
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8 Anhang

8.1 Abkiirzungsverzeichnis

ABPT 4'-Aminobiphenyl-4-thiol

AFM Atomic Force Microscopy;
Rasterkraftmikroskopie

AO Atomorbital

ATRP Atom Transfer Radical Polymeriza-
tion

AUDT 11-Amino-Undecanthiol
BCML Block Copolymer Micelle Polymer-
ization; Mizellare Coblock Poly-

merisation
BIBB a-Bromisobuttersaurebromid
BPT Biphenyl-4-thiol
BSE Back Scattered Electron,

Riickstreuelektron
CBPT 4'-Cyanobiphenyl-4-thiol

CNM Carbon Nanomembrane

DCM Dichlormethan

DIC Differenzieller Interferenzkontrast

DMF N,N-Dimethylformamid

EBCL Electron Beam Chemical Lithogra-
phy; Chemische Elektronenstrahl-
lithographie

EG Ethylenglykol

El Elektrophil(ie)

E-Modul  Elastizitatsmodul

EPX Epoxid

FFT Fast Fourier Transformation

FG Funktionelle Gruppe

fIFIB Fluorescently-labeled Fibrinogen,
Fluoreszenz-markiertes Fibrinogen

FM Fluoreszenzmikroskopie

GO Graphenoxid

HFBA Heptafluorbuttersdureanhydrid

HOMO  Highest Occupied Molecular Or-
bital
HRXPS High Resolution XPS

HTREM  High Resolution TEM

IPER Irradiation Promoted Exchange
Reaction

IR Infrarot

IRRAS Infrarot Reflexions Absorptions-

spektroskopie

LCST

LSPR
LUMO

MO
NBPT
NEXAFS

NIPAM
Nu

PE

PE

PEI
PFPA
PMMA
P-NIPAM
REM
rpm

SAM

SE
SIP

SP

SPR

TDM

TEM
TFAA
THF
UDT
UHV
UV-VIS
XPS

Lower Critical Solution Tempera-
ture

Localized SPR; Lokalisierte SPR
Lowest Unoccupied Molecular
Orbital

Molekilorbital
4'-Nitrobiphenyl-4-thiol

Near Edge X-Ray Absorption Fine
Structure; Nahkanten-Rontgenab-
sorptions-Feinstruktur
N-lsopropylacrylamide
Nucleophil(ie)

Polyelektrolyt

Primarelektron

Polyethylenimin
Pentafluorpropionsdureanhydrid
Polymethylmethacrylat
Poly-N-Isoproylacrylamid
Rasterelektronenmikroskop
Rounds per minute,
Umdrehungen pro Minute
Self-assembled Monolayer,
Selbstaggregierende Monolage
Sekundarelektron

Surface Initiated Polymerization
Oberflacheninitierte Polymerisa-
tion

Surface Plasmon; Oberflachen-
plasmon

Surface Plasmon Resonance,
Oberflachenplasmonenresonanz
Transition Dipol Moment,
Ubergangsdipolmoment
Transmissionselektronmikroskopie
Trifluoressigsaureanhydrid
Tetrahydrofuran

Undecanthiol

Ultrahochvakuum
Ultraviolet-visible Spectroscopy
X-Ray Photoelectron Spectros-
copy; Rontgenphotoelektronen-
spektroskopie
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