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1  Einleitung

Membranproteine zeigen eine gemeinsame Eigenschaft: Thre Molekiilstruktur ist teilweise in
eine Lipiddoppelschicht (LDS), die Lipidmembran, eingebettet. Sie sind an Grenzflachen loka-
lisiert und damit an der Kommunikation zwischen beiden Seiten der LDS beteiligt. Rezeptoren,
Poren und Ionenkanile sind Signal-Transducer [1].

Ionenkanile sind in viele wesentliche Prozesse in der Zelle involviert. Durch die Aktivierung
der lonenkanile konnen entweder Reize weitergeleitet werden oder es kann die Kommunikation
zwischen Zellen stattfinden [2]. lonenkanéle kénnen transmembrane und intrazelluldre Signal-
prozesse der Zelle initiieren [3] bzw. intrazelluldre Signalkaskaden ausldsen [4]. Dariiber hinaus
sind Ionenkanile nicht nur in der Zellmembran lokalisiert, sondern kommen auch in den Memb-
ranen anderer Zellorganellen, z.B. den Mitochondrien oder den Chloroplasten vor. Durch Akti-
vierung 6ffnen sich diese Proteine zu Kanélen und stellen eine direkte Verbindung des extrazel-
luldren mit dem intrazelluldiren Raum her. Es flieen je nach Art des Ionenkanals entweder posi-
tiv oder negativ geladene Ionen durch den gedffneten Kanal.

Die Aktivierung der Ionenkanile erfolgt spannungsgesteuert durch Anderung des elektrischen
Potenzials iiber der Zellmembran, durch mechanischen Stress oder sie wird chemisch stimuliert,
z.B. ligandgesteuert. Bei chemischer Stimulation binden Molekiile, die Liganden, an den Ionen-
kanal und aktivieren die Offnung des Kanals.

Die Aktivierung der ligandgesteuerten lonenkanile erfolgt zunichst durch hochselektive Bin-
dung zu einem oder auch mehreren Liganden. In einem zweiten Schritt 6ffnet sich die Kanalpo-
re eine bestimmte Zeit lang, um sich danach wieder zu schlieBen. Wihrend der Offnungsphase
stromen lonen aufgrund ihres Potenzialgefilles und der Selektivitidt des Membranproteins durch
den Kanal. Nur wenn alle Teilschritte erfolgen, ist die volle Funktionsfahigkeit des lonenkanals
gewihrleistet. Insgesamt werden durch die Bindung der Ligandmolekiile an das Kanalprotein
Ionenstrome mit bis zu 1.000.000 Ionen pro Sekunde ausgeldst. Die ligandgesteuerten lonenka-
ndle weisen daher einen sehr grofen Verstirkungsfaktor auf und konnen einfach und sicher
aktiviert werden [3].

Ihre biochemische Relevanz macht lonenkanéle zu wichtigen Zielobjekten. Medizinische Un-
tersuchungen finden immer neue Involvierung von lonenkanélen bei Krankheiten des Zentral-
nervensystems (z.B. Parkinson, Alzheimer, Epilepsie), an der Verbindungsstelle von Nervenzel-
le mit Muskelzelle (z.B. Myastenia Gravis, Maligne Hyperthermie) und bei kardialen Arrhyth-
mien (z.B. Long QT Syndrom, Brugada Syndrom) bestitigt [5]. Aktuelle Forschungsergebnisse
zeigen, dass nicht nur infektiose Krankheitserreger an Membranproteinen angreifen, sondern
auch die Tumorzellmigration, die Tumorzellinvasion und Metastasierung von einem [3,-
adrenergen Rezeptor und dessen Neurotransmitter beeinflusst werden [6].

Hauptinteressenten an der lonenkanalforschung stellen somit die Pharmaindustrie und die Me-
dizin dar. Zum Einen werden die tatsdchlichen Angriffsorte von Pharmaka untersucht, soge-
nanntes Pharmascreening. Zum Anderen konnen klinische Diagnosen erstellt werden. Des Wei-
teren werden neue Zielmolekiile fiir die Erforschung neuer Pharmaka getestet.
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Ein weiterer wichtiger Forschungsbereich versucht lonenkanéle in Biosensoren zu integrieren,
um Toxine zu identifizieren und in geringsten Dosen nachzuweisen (Toxinscreening), wobei ein
flieBender Ubergang zu Sektoren wie Uberwachung und Sicherheit, auch militérische, Lebens-
mittelanalytik und Qualitdtskontrolle beobachtet wird. Natiirliche Ionenkanéle stoBen auf hohes
Interesse im Bereich der Nanoforschung und Nanobiotechnologie, da sie hocheffektive moleku-
lare Schalter darstellen.

1.1 Zielstellung der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll ein Biosensor-Array entwickelt werden, das den
Nachweis der biologischen Funktionsfahigkeit von Ionenkanélen am Beispiel des nicotinischen
Acethylcholin-Rezeptors (nAChR) erbringen kann. Der ligandgesteuerte Ionenkanal wird auf
Grund seiner Robustheit in extrazelluldrer Umgebung und seiner Verfligbarkeit ausgewéhlt [7].

Der Ionenkanalsensor soll nach einem markierungs- und zerstorungsfreien Prinzip arbeiten. Ein
fiir diese Arbeit entscheidendes Ziel besteht in der Kopplung eines Polymers an eine optische
Transducerschicht und der Erzeugung einer Mikrostruktur in der Polymerschicht. Die Mikro-
struktur enthdlt die Detektionsvolumina und gestattet durch die Flichenauflosung im Array
parallele Einzelkanalmessungen. Das Sensor-Array muss unter physiologischen Bedingungen
stabil sein und reproduzierbar ausgelesen werden kdnnen.

Die Arbeiten am lonenkanalsensor-Array werden vom Aufbau eines Oberflichenplasmonenre-
sonanz-Imaging-Messplatzes zur Detektion der Funktionsfahigkeit der lonenkandle und der
Entwicklung von geeigneten Auswertungsmethoden begleitet.

Der nAChR behilt seine vollstindige Funktionsfahigkeit als membrandurchspannendes Protein
nur in einer biomimetischen Lipidschicht. Um die Ionenkanéle auf dem Sensor-Array mit seinen
Mikroporen zu platzieren, ist deshalb die Verschmelzung der kiinstlichen Sensor-
Arrayoberfliche mit einer Lipidschicht notwendig. Bisher beschriebene Verfahren, wie das
Aufschmelzen von Vesikeln [8], die Langmuir-Blodgett-Technik [9] und ihre Varianten oder
das Zwei-Kammer-Verfahren [10], eignen sich nicht zum Aufspannen der LDS iiber den Poren
der Polymermatrix. Es ist daher ein Verfahren zu entwickeln, mit dem die Erzeugung einer sta-
bilen LDS iiber den Mikroporen gelingt. Die Haltbarkeit der LDS und Defekte im Lipid werden
zu entscheidenden Kriterien fiir die Durchsetzung des Ionenkanalsensor-Arrays in der prakti-
schen Anwendung und sollen bestimmt werden.

1.2 Gewinnung von Ionenkanilen und Ubertragung in
Lipidschichten

Die Gewinnung von lonenkanilen erfolgt aus biologischem Material. Der nAChR wird aus dem
elektrischen Organ des atlantischen Zitterrochens Torpedo marmorata gewonnen. Die Isolie-
rung und Aufreinigung wird nach einer Standardmethode [11] durchgefiihrt und ergibt native
Membranvesikel mit einem Proteingehalt von 50-100pg/ml. Die Vorbehandlung sollte nicht
zum Aktivitdtsverlust des Proteins fithren [12].
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Bei bisherigen Untersuchungen an Ionenkanélen hat sich gezeigt, dass sie nur in einer intakten
Lipidmembranumgebung aktiviert werden konnen. In gelostem Zustand deproteinieren lonen-
kanéle, so dass zwar unter Umstédnden noch ein Anbinden des Liganden beobachtet wird, jedoch
kein Offnen des Kanals wie unter physiologischen Bedingungen stattfindet [13].

Ionenkanal und Lipid zeigen starke Wechselwirkung zueinander. Daraus ergibt sich, dass die
Zusammensetzung des Lipids, insbesondere die Mikrodoménenbildung, entscheidend die Funk-
tionsfahigkeit des Proteins beeinflusst [14, 15]. Die Funktionsfahigkeit des nAChR bleibt in
komplexen Lipidgemischen erhalten. Der Ionenkanal organisiert sich die unmittelbare Lipid-
umgebung selbst [16] und verdndert deren Dynamik [17, 18]. Voraussetzungen dafiir sind die
Fluiditét des Lipids und die Mobilitdt des Ionenkanals. Abb. 1 zeigt schematisch, wie die Lipid-
schicht vom Ionenkanal beeinflusst wird. In A) wird gezeigt, dass ein Ionenkanal sich die un-
mittelbare Lipidumgebung durch Sortierung von Lipidmolekiilen optimal gestaltet. In B) ist die
Léange des membranspannenden Proteins kleiner als die Dicke der LDS. Das Protein staucht
Lipidmolekiile. Der entgegengesetzte Effekt der Streckung tritt auf, wenn das Protein, wie in C)
einen groBeren lipophilen Bereich als die Membrandicke aufweist.
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Abb. 1:  Durch den Einbau eines lonenkanals induzierte Effekte in der LDS: A) Sortierung B) Stau-
chung und C) Streckung der Lipidmolekiile.
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Zusitzlich kann der lonenkanal auf Verdnderungen in der LDS mit einer Verkippung beziiglich
der Lipidebene, mit Autoassoziation, mit einer Konformationsinderung im Geriist, einer Ande-
rung der Seitenkettenorientierung oder der Abwanderung in andere Lipiddominen reagieren
[17, 19, 20]. Erhohte Stabilitat der Lipidschicht durch verminderte Fluiditét ist aus Sicht des
Ionenkanals nicht anzustreben.

Fiir die Ubertragung von Ionenkanilen in eine getriigerte kiinstliche LDS wurden zwei Strate-
gien beschrieben:

= Der gereinigte lonenkanal lag solubilisiert vor. Er besall noch immer einen Lipidgiirtel, der
den hydrophen Molekiilteil des Proteins umgibt. Der solubilisierte lonenkanal wurde direkt
auf die Lipidschicht iibertragen [21]. Wichtige Faktoren fiir einen erfolgreichen Einbau wa-
ren die Konzentration und die Stabilitdt des lonenkanals im Detergenz [22].

= Proteoliposomen wurden mit der Lipidschicht fusioniert. Dazu konnten entweder native
Membranvesikel, die das Kanalprotein enthalten, eingesetzt werden [23] oder das Protein
wurde in kiinstliche Lipidvesikel integriert [24]. Der Vorteil dieses Einbaus liegt darin, dass
detergenzfreie Ubertragung stattfindet [25]. Weiterhin ist der Funktionsverlust vom Protein
geringer [26] und die Anzahl von Ionenkanélen pro Vesikel kann gezielt eingestellt werden
[21]. Die Fusion der Proteoliposomen mit der LDS ist gut zu steuern und somit auch die Be-
ladungsdichte mit dem lonenkanal [12, 27].
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Aus den Vorteilen der Fusionsmethode von Proteoliposomen ergibt sich, dass der nAChR mit
dieser Methode kontrolliert und schonend in die LDS integriert werden kann.

Die Funktionsféhigkeit des nAChR und das Anstrémen mit Ligandmolekiilen setzt eine Einbau-
richtung des Ionenkanals in einem Sensor voraus, bei der die Ligand-Bindungstellen mit ligand-
haltiger Losung angestromt werden kann. Die Einbaurichtung in der LDS entspricht bei Proteo-
liposomenfusion der Einbaurichtung im Vesikel und ist zufdllig [21]. Um die Effizienz einer
zufilligen Ausrichtung beim Einbau in die LDS zu erhéhen, wurden diejenigen Proteoliposo-
men affinitdtschromatographisch abgetrennt, bei denen der lonenkanal die gewiinschte Ausrich-
tung besitzt [28, 29]. Diese separierten Vesikel werden mit der LDS fusioniert.

1.3  Analytik der Funktionsfihigkeit von Ionenkanélen

Mit markierten Liganden lassen sich Bindungsaffinititen zwischen Ligand und lonenkanal
bestimmen. Die vollstindige Funktionsfahigkeit des Kanalproteins kann jedoch nur vermutet
werden [4]. So ist nicht auszuschlieBen, dass die eingesetzten Marker Konformationsédnderun-
gen im Protein hervorrufen oder zu veridnderten Wechselwirkungen mit Liganden fiihren. Ein
weiterer Nachteil liegt darin, dass nur Liganden mit hoher Affinitit zum Kanalprotein sicher
bestimmt werden konnen.

Das Verfahren der Oberflachenplasmonenresonanz- (engl.: surface plasmon resonance — SPR)
Spektroskopie ermoglicht eine Detektion der Anbindung markierungsfreier Liganden an den
Ionenkanal. Sie wird insbesondere als massensensitive Methode angewendet, um Wechselwir-
kungen von oberflichengebundenen Molekiilen mit Analyten zu beobachten [4]. Damit weist
sie gegeniiber den fluoreszenzmarkierten Methoden eine wesentlich hohere physiologische Re-
levanz der Ergebnisse auf und ist in der Lage, einzelne lonenkanalereignisse zu detektieren [30].
Eine miniaturisierte Variante ist in der Arbeit von SLAVIK et al. [31] ausgefiihrt. Die Funktions-
fahigkeit des Proteins ist nicht nachgewiesen worden.

Zu den direkten Techniken zur Messung des lonenstromes zéhlen die Patch-Clamp-Technik, die
radioaktiven In-/Eflux-Techniken und einige fluoreszenzbasierte Methoden.

= Patch-Clamp-Technik

Die Patch-Clamp-Technik besitzt einen sehr hohen Informationsgehalt und physiologische Re-
levanz der Messungen. Sie wurde 1984 von SAKMANN und NEHER entwickelt [32]. Im pA-
Bereich lassen sich mit der elektrophysiologisch arbeitenden Patch-Clamp-Technik sensitiv das
Offnen der Ionenkanile und das DurchflieBen von Ionen messen.

Die Anbindung eines Liganden kann nicht direkt sichtbar gemacht werden. Jedoch wurden und
werden bis dato die wichtigsten Grundlagen und Erkenntnisse zur Funktion der lonenkanile mit
der Patch-Clamp-Technik gewonnen, da sie direkt und bis hinab zum Einzelkanal-Niveau den
Ionenstrom durch den Ionenkanal erfassen kann. In den letzten Jahren wurden fiir zellbasierte
Anwendungen automatisierte Mehrkanal-Patch-Clamp-Messungen [33], auch transportable
Varianten [34] und Patch-Clamp Messungen auf Chips [35] entwickelt. Sie gestatten einen ho-
heren Probendurchsatz und maximal 16 parallelisierte Messungen.
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= Radioaktive In-/Eflux-Techniken

Diese Techniken nutzen radioaktive Isotope von Ionen (hdufigste Anwendung findet das **Rb"-
lon fiir K'-Kanile bzw. unspezifische Kationenkanile), die durch aktivierte Ionenkanile stro-
men. Sie werden nach dem Transport durch die Lipidschicht gesammelt und detektiert. Der
Probendurchsatz ist bei verminderter Storanfilligkeit wesentlich groBer als bei der Patch-
Clamp-Technik. Nachteilig ist, dass die zeitliche Aufldsung einer Messung im Sekunden- bis
Minutenbereich liegt und die besonderen Richtlinien beim Umgang mit radioaktivem Material
beriicksichtigt werden miissen. Verschiedene radioaktive Isotope miissen fiir unterschiedliche
Kanalselektivititen eingesetzt werden. Es werden viele Ionenkanile bendtigt, um bei der Mes-
sung ein ausreichend hohes Signal/Rausch-Verhéltnis zu erhalten.

=  Fluoreszenzbasierte Methoden

Die wichtigsten beiden indirekten Methoden zur Messung von lonenstromen durch Ionenkanéle
nutzen die Anderung des Fluoreszenzsignals in Abhingigkeit vom Membranpotenzial oder von
der Ionenkonzentration. Der Fluoreszenzfarbstoff ist dabei in der Zellmembran bzw. im Cytosol
der Zelle lokalisiert.

Bei der ersten Methode kommt es zu einer potenzialabhidngigen Akkumulation/Umverteilung
des Fluoreszenzfarbstoffes in der Lipidmembran, da das Potenzial {iber der Zellmembran durch
das Durchstrdmen der Ionen verindert wird [36]. Die Anderung des Fluoreszenzsignals tritt
jedoch erst Minuten nach der Anderung des Membranpotenzials auf. Die Nachweisgrenze liegt
aufgrund der vielen Préparationsschritte im Vergleich zur Patch-Clamp-Technik um eine loga-
rithmische GréBenpotenz héher [37].

Mit ionenspezifischen Fluoreszenzfarbstoffen konnen intrazelluldre lonenkonzentrationen de-
tektiert werden. Am weitesten verbreitet sind die Ca**-sensitiven Indikatorfarbstoffe, die ihr
Fluoreszenzverhalten in Abhingigkeit der Ca*’-lonenkonzentration #ndern. Auch fiir andere
Ionen gibt es inzwischen leistungsstarke Indikatorfarbstoffe [38].

Mit beiden Verfahren lassen sich Anderungen der Ionenkonzentration in der Zelle aufgrund des
Offnens der Ionenkanéle, der Bewegung der Ionen durch die Lipidmembran und der jeweiligen
Folgereaktion des Fluoreszenzfarbstoffs nachweisen. Es lassen sich keine Aktivitdten im Ein-
zelkanalbereich detektieren.

Bereits im Jahr 2001 wurde von den Abbott Laboratories eine Zell-Array-Technologie
(LARCS™) vorgestellt, mit welcher 10 000 Zellen pro Mikrotiterplatte mit potenzialgesteuerter
Fluoreszenzénderung bestimmt werden kdnnen [39]. Weitere Bemithungen gehen in Richtung
mikrofluider-chipbasierter Fluoreszenzmessungen an Zellen [40] und Einzelzellarrays auf Fa-
serbiindeln [41].

In Abb. 2 sind die oben genannten 6 Verfahren hinsichtlich des Probendurchsatzes (Probenzahl
pro Zeiteinheit, Person und Messinstrument), des Informationsgehaltes und beziiglich ihrer
Nachweisgrenze und des zukiinftigen Entwicklungspotenzials dargestellt [33-41]. Unter Infor-
mationsgehalt der Methode sollen hier die verschiedenen Ergebnisse verstanden werden, die aus
einer Messung einer einzelnen Probe gewonnen werden konnen, also beispielsweise kinetische
Aussagen wie zeitliche Auflosung, Aussagen zu Gleichgewichtszustdinden wie bei Fluores-
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zenzmessungen mit mehreren Wellenldngen, der Detektion der Fluoreszenzintensitét, Polarisa-
tion und Lebenszeit.

Informationgehalt der Methode
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Patch-Clamp, _» O
hoch klassisch =TT it
o
Patch-Clamp,
Chip-basierend
mittel
Nachweisarenz lonenselektive
achwelsgrenze Fluoreszenzfarbstoffe
niegrig
Ligandenbindung, SPR g
mittel
. Radioaktiver In-/Eflux
gering | = --------- >0 . .
Entwicklungspotenzial ® Ligandenbindung  Membranpotenzial-
der Methode mit Markierung Fluoreszenzfarbstoffe
®
10 100 1.000 10.000 100.000

Probenzahl pro Tag

Abb. 2:  Schematischer Methodenvergleich zur Ionenkanalanalytik beziiglich des Informationsgehaltes
der jeweiligen Methode, des Probendurchsatzes und der Nachweisgrenze.

Die elektrophysiologischen Verfahren bilden hierbei eine Gruppe mit besonders hohem Infor-
mationsgehalt und niedriger Nachweisgrenze, da sich Einzelzellen bzw. Einzelkanalereignisse
auslesen lassen. Die physiologische Relevanz der Ergebnisse ist hoch. Allerdings kénnen pro
Tag nur geringe Probenzahlen gemessen werden. Eine Alternative stellen Versuche zur Minia-
turisierung dar, die erste parallele Bestimmungen der Proben erméglichen.

Die In-/Eflux-Verfahren werden zunehmend von den elektrophysiologischen Verfahren mit
hohem Probendurchsatz ersetzt. Ebenso wird fiir die Liganden-Bindungs-Methoden kaum eine
Verbesserung erwartet [42]. Fluoreszenzbasierte Verfahren ermoglichen einen hohen Proben-
durchsatz, jedoch reicht der Informationsgehalt an elektrophysiologische Methoden nicht heran.

Die zukiinftige Forderung an ein Verfahren besteht darin, bei hohem Informationsgehalt einen
hohen Probendurchsatz pro Zeiteinheit zu gewéhrleisten. Weitere wichtige Kriterien sind die
physiologische Relevanz der Ergebnisse, die Gesamtkosten, Robustheit, Spezifitit und Flexibi-
litdt.

1.4 ITonenkanal-Sensoren

Fiir die Sensorentwicklung mit natiirlichen Membranproteinen besitzen die ligandgesteuerten
Ionenkanile die groBte Bedeutung. Sie sind in der Lage, Liganden spezifisch zu erkennen (hohe
Selektivitdt) und aufgrund ihrer verstirkenden Wirkung (hohe Sensitivitit), kann bereits ein
einziges anbindendes Molekiil zu einem analytisch messbaren Signal fiihren.
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Der hohe Probendurchsatz, den die Forschungs- und Screeningaufgaben erfordern, kann von
keiner der oben aufgefiihrten analytischen Methoden bewiltigt werden. Die Entwicklung von
Proben-Arrays ist unumgénglich. Gefordert werden derzeit Miniaturisierungen auf einem Chip
zur simultanen Detektion der Interaktion einer lonenkanalart mit zehntausenden Analytmolekii-
len bzw. zehntausenden verschiedenen lonenkandlen mit einer Analytmolekiilart [42].

Die extrazelluldre Untersuchung von lonenkanédlen kann erfolgen, indem das Kanalprotein in
eine freistehende Lipidmembran (black lipid membrane - BLM) integriert wird. Die BLM weist
geringe zeitliche Stabilitdt auf. Die lonenkanidle miissen also in ihrer lipoiden Umgebung durch
eine feste Oberflache stabilisiert werden. Kiinstliche LDS sollen physikalische und chemische
Schliisseleigenschaften der Zellmembran, wie die Zusammensetzung des Lipids, das Fluiditats-
verhalten, die Resistenz fiir nichtspezifische Proteinadsorption widerspiegeln und eine hohe
Robustheit aufweisen. Hierfiir werden prinzipiell drei unterschiedliche Varianten in der Litera-
tur beschrieben:

= Direkte chemische Anbindung

Eine Entwicklungsrichtung der Ionenkanal-Sensoren geht dahin, dass der lonenkanal direkt auf
der Sensoroberfldche angebunden wird [43]. Es wird hiufig der Verlust der Funktionsféhigkeit
des Ionenkanals beobachtet, der bei direktem Kontakt mit einer festen Oberfliche denaturiert
bzw. dessen rdumliche Proteinstruktur durch die chemische Kopplung zu stark veréndert wird
[44]. In den letzten Jahren sind hierzu kaum noch Ergebnisse veroffentlicht worden.

=  Anordnung von Vesikeln mit integriertem lonenkanal

Eine andere Methode verwendet Lipid-Vesikel, um den Ionenkanal aufzunehmen [45, 46]. Die
Vesikel werden im Arrayformat angeordnet. Entweder werden sie in die hydrophile Oberfléche
des Sensors direkt eingebettet [47] oder mit Hilfe von Oligonukleotiden chemisch angebunden
(Abb. 3). BOXER beschreibt in [48, 49] die Herstellung von mobilen fluoreszenzmarkierten Ve-
sikeln in einer zweidimensionalen Anordnung, in welche integrale Membranproteine eingebettet
werden konnten.

getragerte
LDS

bbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbb

Substrat

Abb. 3:  Lipid-Vesikel-Array nach [48]. Die gebundenen Vesikel sind innerhalb der Lipidbarrieren
mobil.
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= QGetrdgerte Lipidschichten

Die bisher beschriebenen Methoden sind oftmals mit einer eingeschrinkten Funktionsfihigkeit
des lonenkanals verbunden. Insbesondere die starke Verminderung der Fluiditit in der LDS ist
fiir den Funktionsverlust verantwortlich [50]. Die Fluiditét bleibt erhalten, wenn zwischen dem
Substrat und der Lipidschicht eine diinne (5-10nm) Wasserschicht vorhanden ist, die die Be-
weglichkeit der Lipidmolekiile nur wenig einschrinkt. Angelehnt an Protein-on-a-Chip-
Verfahren werden deshalb Lipidspots direkt auf hydrophile Substrate aufgedruckt [51, 52].

Um eine Anordnung von getrennten LDS-Bereichen zu erhalten, werden Lipidbarrieren auf die
Sensoroberflache aufgebracht [53, 54]. Geeignete Materialien fiir die Barriere-Schicht sind bei-
spielsweise Metalloxide bzw. Metalle. Mikrostrukturierte Bereiche innerhalb der LDS koénnen
auch erzeugt werden, indem Photopolymerisation von Diacetylen-Lipidmolekiilen innerhalb der
LDS durchgefiihrt wird [55]. Die Belichtung fiihrt zu Photovernetzung. Unbelichtete Bereiche
bleiben 16slich und konnen anschlieend durch ein anderes fluides Lipid ersetzt werden. Die
Reichweite der Oberflichenwirkung des Substrates beeinflusst auch hier die Eigenschaften der
integrierten Kanalproteine. Die physiologische Bedeutung der Ergebnisse ist gering, da die In-
tegration der Membranproteine mit der LDS erschwert, die laterale Mobilitdt stark einge-
schrinkt ist und die lonenkanéle verschlossen sind [51].

Zur Verwendung von lonenkanédlen bei der Sensorentwicklung wurden bisher viele Arbeiten
verdffentlicht (einen Uberblick bieten die Artikel von KEUSGEN [56] oder UMEZAWA [57]). Nur
wenige Arbeiten bieten wirklich die Moglichkeit, parallele Messungen in Form eines Arrays
durchzufiihren. Allen gemeinsam ist die Stabilisierung der Lipidmembran durch eine feste
Oberfliache, die meist das Kanalprotein stark beeinflusst. Auch zeigen die Anordnungen Inho-
mogenitéten in der Lipidschicht und viele Defektstellen. Vergleichend mit der relativ einfachen
Verwendung von ganzen Zellen, die zu einem Array angeordnet werden, muss noch beriicksich-
tigt werden, dass die Isolierung, Gewinnung und Aufreinigung der lonenkanéle sehr komplex ist
und die Stabilitidt der LDS nicht an die Robustheit ganzer Zellen heranreicht. Deshalb werden
zellbasierte Systeme auch zukiinftig eingesetzt [56], obwohl das Messergebnis bei Zellen kom-
plex und daher schwierig zu interpretieren ist.

Die Detektion der vollstdndigen Funktionsfahigkeit des Ionenkanals kann derzeit nur durch die
Kopplung elektrophysiologischer und optischer Verfahren erreicht werden [4]. Fiir die Paralleli-
sierung der Messungen durch Verwendung eines Arrays sind optische Detektionsverfahren ein-
zusetzen. Basierend auf optischen Fasern oder Wellenleitergeriten [58] wird ein Fluoreszenz-
signal im Array detektiert oder die markierungsfreie SPR-Spektroskopie eingesetzt. Sie gilt als
die viel versprechendste Methode hinsichtlich der zukiinftig stark ansteigenden Probenzahlen,
ihres geringen Probenbedarfs und ihrer hohen Sensitivitét [56].
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2 Optische Array-Detektion

Die bisher eingesetzten optischen Methoden detektieren entweder die Bindung des Liganden an
den Ionenkanal oder eine Konzentrationsianderung innerhalb der Zelle, beispielsweise iiber das
Membranpotenzial. Die Aktivierung des lonenkanals wird bei beiden Strategien nicht direkt
gemessen. Eine Detektion von Ionen, die durch den Ionenkanal hindurchstromen, nachdem ein
Ligand am Kanal bindet, konnte noch nicht mit optischen markierungsfreien Methoden gezeigt
werden.

Als massensensitive und zerstdrungsfreie Methode wird das SPR-Imaging ausgewihlt, um die
Funktionsfahigkeit von lonenkanélen zu zeigen. Die zugrunde liegenden biochemischen Prozes-
se am Kanalprotein gestatten es, eine Bindung des Liganden fiir die Aktivierung vorauszuset-
zen, wenn die Anderung des Dielektrizititswertes als Folge einer Konzentrationsiinderung von
Ionen nach der Aktivierung des Ionenkanals gemessen wird.

Als schnelles und parallelisierbares optisches Verfahren eignet es sich zur Array-Detektion.

2.1 Oberflichenplasmonenresonanz

Die SPR kann als eine optische, oberflichensensitive Methode eingesetzt werden. Ein besonde-
rer Vorteil der SPR ist, dass sie ohne zusitzliche molekulare Marker auskommt und deshalb als
markierungsfreie Detektionsmethode vielfdltige Anwendungen erfahren hat [59, 60]. Markie-
rungsfrei zu arbeiten bedeutet zum einen, die zeitaufwendige Marker-Vorbehandlung der Ver-
bindungen einzusparen und zum anderen, hochsensible Proteine nicht in ihrem nativen Zustand
zu verdndern.

Ein weiterer entscheidender Vorteil der Messung mit SPR gegeniiber anderen optischen, mar-
kierungsfreien Methoden besteht in ihrer einfachen Durchfiihrung. Erforderlich sind nur wenige
optische Komponenten und die Auswertung der Messsignale ist vergleichsweise ein-
fach [61, 62].

Eine detaillierte Beschreibung der theoretischen Zusammenhénge ist in [63] enthalten. Im fol-
genden wird lediglich auf die fiir den spéteren Einsatz im lonenkanalsensor-Array besonders
wichtigen KenngroBlen ndher eingegangen. Abb. 4 zeigt schematisch die Ausbreitung einer
Oberflachenplasmonenwelle (SP-Welle) auf der Oberflache einer diinnen Metallschicht.

Trifft Licht auf die Metallschicht, so konnen die Photonen ihre Energie auf die freien Elektro-
nen iibertragen. Die Elektronen schwingen mit der Frequenz und in der Richtung des elektri-
schen Vektors der einfallenden Lichtwelle. Da die Metallschicht sehr diinn ist, polarisieren die
Elektronen durch ihre Schwingung die Metalloberfliche. Durch die gekoppelte Schwingung der
Elektronen entsteht eine neue elektromagnetische Welle, die sich in dem Dielektrikum ausbrei-
tet, das an die Metallschicht angrenzt. Diese Welle wird als Oberfldchenplasmon bezeichnet.
Die SP-Welle ldsst sich vollstindig mit der Maxwell schen Theorie elektromagnetischer Wel-
len [64] und den Fresnel schen Gleichungen beschreiben [65, 66].
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Oberflachenplasmonen
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Abb. 4:  Anregung von Oberflachenplasmonen durch Licht in der KRETSCHMANN-Konfiguration.

Grundsitzlich kann die SP-Welle nur dann angeregt werden, wenn die Ausbreitungsrichtung
des Lichtes parallel zur Oberflichennormalen der Metallschicht verlduft und der Vektor der
elektrischen Feldstirke senkrecht zur Oberflichennormalen steht. Jedoch fiihrt der Einfall aus
einem niedrigbrechenden Medium (zum Beispiel Luft) nicht zur Anregung der SP-Welle. Als
einfache Losung des Problems hat sich die Anregung der SP-Welle durch Totalreflexion von
Licht, wie in Abb. 4 gezeigt, in einem Prisma erwiesen. Die Energielibertragung erfolgt durch
das evaneszente Feld des totalreflektierten Lichtes. Die Kopplung kann in der OTTO-
Konfiguration oder der nach KRETSCHMANN [67] erfolgen. Bei der sogenannten
KRETSCHMANN-Konfiguration erfolgt die Kopplung direkt von einem Prisma in die diinne Me-
tallschicht. Fiir die Ausbreitung in x-Richtung gilt die Beziehung [68, 69]:

k = —n Formel 1
gm +8d

ky ist der Wellenvektor, o die Kreisfrequenz des einfallenden Lichtes, ¢ die Lichtgeschwindig-
keit in Vakuum, g, die komplexe dielektrische Funktion des Metalls und g4 die komplexe die-
lektrische Funktion des Dielektrikums.

Fiir den Wellenvektor in z-Richtung gilt der Ausdruck:

g, ———— Formel 2
&, +&,

Der Wellenvektor in z-Richtung wird rein imagindr, wenn gilt

Im%d > | &, Formel 3
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Dies bedeutet, dass keine Ausbreitung von Lichtenergie in z-Richtung erfolgt. Da k, einen Real-
teil besitzt, breitet sich die Energie der elektromagnetischen Welle ausschlieBlich entlang der
Grenzschicht in x-Richtung aus. Die SP-Welle ist eine strahlungslose Welle entlang der Metall-
oberfliche. Da k, auch einen Imaginirteil besitzt, erfolgt eine Ddmpfung der Plasmonenwelle.
Entlang der x-Richtung nimmt die Intensitit der Plasmonenwelle exponentiell ab. In der Praxis
rechnet man mit der Ausbreitungslénge, die in Wirklichkeit die Lange fiir den Abfall der Inten-
sitdt auf den Wert 1/e beschreibt. Fiir die Ausbreitungsldnge L, folgt die Beziehung [63]:

- Formel 4

L, =2k,

Analog hierzu ergibt sich der Abfall der Feldstirke der SP-Welle in z-Richtung, also fiir die
Entfernung senkrecht zur Metalloberfliche [70]. Als Eindringtiefe der SP-Welle bezeichnet man
die Lénge L, aus dem rein imaginiren Wellenvektor k.

Formel 5

Die Ausbreitung der SP-Welle wird wesentlich von den Eigenschaften des Dielektrikums be-
stimmt. Andern sich die optischen Eigenschaften des Dielektrikums, so kommt es auch zu einer
Verdnderung der Anregung. Die Verdnderung der Plasmonenanregung ist im reflektierten Licht
leicht anhand der Verschiebung des Intensitdtsminimums erkennbar. Fiir die Bestimmung der
SPR misst man die Intensitdt des reflektierten Lichtes entweder winkelabhingig oder wellen-
langenabhéngig.

2.2 SPR-Imaging

Das SPR-Imaging ldsst sich als eine Weiterentwicklung der nicht flichenaufgeldsten Messung
beschreiben. Grundsétzlich beruht auch das SPR-Imaging auf der Anregung und Ausbreitung
von Plasmonenwellen in diinnen Metallfilmen. Um ein SPR-Bild aufzunehmen, muss die An-
regung der SP-Welle mit einem monochromatischen, parallelen Lichtstrahl erfolgen [63]. Fiir
die Aufnahme eines Bildes ist ein Array-Detektor erforderlich. Pro Pixel wird lediglich ein In-
tensititswert des reflektierten Lichtes registriert. Da Einfallswinkel und Wellenlédnge konstant
sind, fiihrt eine Verschiebung der SPR zu einer Verdnderung der reflektierten Intensitit. Unter
Bertiicksichtigung der Ausbreitungsldnge der SP-Welle ist die Verschiebung lokal begrenzt und
tritt nur dort auf, wo auch Anderungen der optischen Eigenschaften eingetreten sind. Die Aus-
breitungslidnge begrenzt die laterale Auflosung des SPR-Bildes. Von dem Array-Detektor wird
nun das SPR-Bild mit dem entsprechenden Muster des Hell-Dunkel-Kontrastes detektiert.

Mit SPR-Imaging konnen Unterschiede im Brechungsindex von weniger als 0,0001 oder
Schichtdickendnderungen von ca. 1nm erfasst werden [36, 71, 72]. Somit konnen nicht nur Bin-
dungsereignisse zwischen Biomolekiilen auf einer Sensoroberflache, sondern auch Doménen
oder Anderungen in molekularen Monoschichten, wie in der Literatur beschrieben, mit einer
lateralen Auflosung von wenigen Mikrometern erfasst werden [73].

Eingesetzt wird das SPR-Imaging vor allem bei der Untersuchung von Oberfldchen und Grenz-
flichenphédnomen, insbesondere bei der Katalyse-, Korrosions-, Adhésions- und Lubrikations-
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forschung [74]. Jingere Anwendungsgebiete findet das SPR-Imaging vorrangig in Screening-
methoden mit hohen Anforderungen an den Probendurchsatz, wie Multiplexsensoren und Hoch-
leistungsarrays. In Affinitdtssensor-Arrays konnen flichenaufgelost die Wechselwirkungen bei
der DNA-und RNA-Hybridisierung [70, 75] und auch zwischen Peptiden oder Proteinen abge-
bildet werden [76, 77]. Gleichfalls werden Wechselwirkungen zwischen Antibody-Antigen oder
Enzym/Substrat(en) untersucht [71, 72]. Auch die Anbindung von Biomolekiilen auf Oberfla-
chen kann mit dem SPR-Imaging verfolgt und quantifiziert werden. Aufgrund der Eindringtiefe
der SP-Welle in die Analytschicht von mehr als 100 nm miissen die Molekiile nicht direkt an
der Metalloberfliche angebunden werden, sondern konnen auch iiber eine self-assembly (SA)
Schicht immobilisiert werden [78].

Das SPR-Imaging erweitert beim Einsatz im lonenkanalsensor-Array das Methodenspektrum
der Zellforscher und Molekularphysiologen und eréffnet neue Strategien der Vielfach- und
quantitativen Funktionsanalyse der Proteinaktivitit, konformellen Dynamik und Proteinwech-
selwirkungen [79].

2.3  Array-Detektion

Die SPR lasst sich durch eine Vielzahl von Parametern optimal an die analytische Fragestellung
anpassen. Die Auswahl einer Metallschicht, des geeigneten Prismenmaterials, dessen Form und
einer leistungsstarken Lichtquelle sind notwendig. Eine zentrale Stellung nimmt immer die
diinne Metallschicht ein. Um Oberflichenplasmonen anzuregen, muss der Betrag des Realteils
der dielektrischen Funktion groBer sein als der imaginédre Anteil [80]. Metalle, die diese Bedin-
gung erfiillen, sind beispielsweise Edelmetalle. Je hoher der betragsméfige Unterschied beider
Anteile ist, desto besser ist die Giite der SPR [65]. Die Giite resultiert sowohl aus der Scharfe
der Resonanzkurve als auch aus dem maximalen Kontrastunterschied des reflektierten Lichtes
in Abhéngigkeit vom Einfallswinkel bzw. der Wellenldnge des eingestrahlten Lichts [73].

Beim Finsatz in einem Biosensor muss die Metallschicht Kontaktbestidndigkeit in wéssrigen
Salz- und Puffermedien aufweisen. Die Untersuchungen zur Kontaktbestidndigkeit von frisch
hergestellten Kupfer-, Silber- und Goldoberfldchen auf Glasprismen zeigen unter physiologi-
schen Bedingungen in Ringer-Pufferlosung, dass lediglich die Goldoberfldche eine ausreichen-
de Stabilitit zeigt. Die unedleren Metalle oxidieren an der Oberfldche. Es kann nur eine stark
verschobene SPR bzw. kompletter Signalverlust beobachtet werden. In der vorliegenden Arbeit
wird deshalb ausschlieBlich mit Goldschichten gearbeitet.

Auch die Qualitdt (Mikrorisse, Unebenheiten, Clusterstrukturen) und Dicke der Goldschicht
beeinflusst direkt die Qualitit der SPR. Die Schichtpréparation zeigt deutlichen Einfluss auf die
Giite der SPR. Eine Verbesserung durch geringe ClustergroBe ldsst sich durch langsame Ab-
scheidung bei geringen Temperaturen erzeugen. Je homogener die Goldschicht, desto besser die
Giite der SPR. Die Untersuchung zum Einfluss der Goldschichtdicke ergibt eine schmale SPR-
Funktion mit hohem Intensitétsabfall fiir 45nm bis 50nm. Der Schichtdickeneinfluss wird ermit-
telt, da in der Literatur die Préparationsmethoden und Bedingungen sehr stark differieren [74,
81, 82]. Eine empfohlene haftvermittelnde Chromschicht wird nicht zwischen Glasprisma und
Goldschicht aufgebracht, da das Edelmetall selbst geniigend hohe Haftfestigkeit auf den Sub-
straten besitzt. Zudem migriert das Chrom irreversibel ins Glas und verkiirzt die Einsatzdauer
der Prismen insbesondere bei hiufig neuer Schichtpraparation. Die Chromschicht bewirkt wei-
terhin die unerwiinschte Verbreiterung und Dampfung der SPR-Funktion.
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Die optischen Eigenschaften des Prismas beeinflussen die Lage des Intensitdtsminimums der
Resonanzkurve, dem Resonanzwinkel [73]. Um Reflexionsverluste des Lichtes beim Ein- und
Austritt aus dem Prisma moglichst gering zu halten, sollte das Licht rechtwinkelig auf das Pris-
ma auftreffen. Voruntersuchungen zeigen, dass hochbrechende Glasprismen, von SF 6 bis
SF 10, mit einem Winkel von 60° eingesetzt werden konnen.

Als Lichtquelle wird ein stabilisierter He/Ne-Gaslaser mit einer Wellenldnge von A=632,8nm
verwendet, da die kurze Wellenldnge eine geringe laterale Aufldsung ermoglicht und eine hohe
Stabilitdt bei einer Strahldivergenz von <1,4mrad besitzt. Zudem ist die Justierung mit Licht im
sichtbaren Wellenldngenbereich einfacher.

He-Ne-Laser

CCD-Kamera

: Linse
Polarisator

einfallender )
Lichtstrahl reflektierte

4 Lichtstrahlen
AA Metallschicht
] X | —— Probe

@‘——— Durchflusszelle

Abb.5:  Aufbau des SPR-Imaging-Messplatzes in Kretschmann-Konfiguration und Detaildarstellung
des drehbaren Prismas mit Metallschicht und Probe.

Den verwendeten Geréteaufbau zeigt Abb. 5. Die Messung erfolgt auf der probenabgewandten
Seite der Metallschicht. Dadurch sind ein gleichzeitiges Manipulieren und Charakterisieren der
Probe moglich. Die Messung unter Durchflussbedingungen stellt keine besonderen Bedingun-
gen an die Art des Probenmediums [36]. So konnen sowohl Zelllysat, Serum oder Puffer als
Medium verwendet werden. Der Einfallswinkel kann durch das Drehen des Prismas mit der
Durchflusszelle auf den entsprechende Analyten justiert werden. Mit Hilfe der Linse wird das
reflektierte Licht als vergroflertes Bild auf dem Chip einer CCD-Kamera abgebildet. Die
Mikroporen des Polymerarrays konnen damit separat detektiert werden.
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3  Aufbau des Ionenkanalsensor-Arrays

Der Aufbau des lonenkanalsensor-Arrays soll vor allem beriicksichtigen, dass das Kanalprotein
in seiner natilirlichen LDS-Umgebung - der Lipidmembran - untersucht wird. Hierdurch ergibt
sich die hohe biologische Relevanz des Biosensors. Um nicht ganze Zellen vermessen zu miis-
sen, wird ein Membranfragment in Form einer planaren LDS iiber einer Mikropore aufgespannt
[83], die in eine Polymerfolie gedtzt ist und ein beidseitiges Kontaktieren der biologischen
Kompartimente mit physiologischer Pufferlosung gestattet. Die Funktionsfahigkeit des Ionen-
kanals bleibt bei dieser Anordnung erhalten, nicht zuletzt durch das Unterbinden der denaturie-
renden Wirkung einer festen Oberfldche bei Kontakt mit dem Kanalprotein.

Die Lipidschicht wird iiber den Mikroporen plaziert und schlie8t diese ab. Ein Stoffaustausch
mit der Pufferlésung innerhalb der Mikropore kann nur noch durch die Aktivierung des lonen-
kanals erfolgen. Die Wechselwirkung der kiinstlichen Sensoroberfldche mit der Lipidschicht
entscheidet iiber die Stabilitdt der poreniiberspannenden LDS.

Die Aktivierung des integrierten Ionenkanals durch Liganden 16st einen Metallionenstrom in die
Mikropore aus.

Die Detektion der Konzentrationsdnderung in der Mikropore erfolgt iiber ein optisches Verfah-
ren, das auf die Anderung des Dielektrizititswertes in der Pufferlésung anspricht. Fiir das mar-
kierungsfreie optische Verfahren des SPR-Imagings muss eine Edelmetallschicht mit der Mik-
ropore verbunden werden. Die Mikropore wird nun durch die Metallschicht zum geschlossenen
System. Eingestromte lonen kdnnen das Detektionsvolumen nicht verlassen. Durch Integration
eines einzelnen lonenkanals pro Pore kdnnen damit Einzelkanalereignisse detektiert werden.

Das SPR-Imaging und die Anordnung mehrerer Mikroporen innerhalb einer Polymermatrix
gestatten parallele Detektion mehrerer Einzelkanalereignisse. Der lonenkanalsensor erhilt
Array-Format.

Aus der vorab anzustellenden Modellierung des Messsystems und der Simulation der lonenka-
nal6ffnung ergeben sich prinzipielle Erkenntnisse zur Leistungsfahigkeit des Sensors und fiir
die Architektur der Polymermatrix.

3.1 Simulation der Einzelkanalmessung

Die Simulation der Aktivierung eines lonenkanals am Beispiel des nAChR soll folgende Fragen
klaren:

*  Zu welcher Anderung der Metallionenkonzentration fiihrt die Aktivierung eines Ionen-
kanals innerhalb der Mikropore?

=  Welche Anforderungen werden an die Detektion mit SPR-Imaging gestellt?

= Welche Parameter beeinflussen das Messergebnis?
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Metallionen stromen durch das Kanalprotein in das Porenvolumen hinein und erzeugen dort
eine Konzentrationsinderung in der Porenldsung. Die Anderung der Ionenkonzentration hingt
hauptsichlich von der Ionenkanalanzahl pro Pore, ihrer Schaltzyklenzahl und der Offnungscha-
rakteristik des Ionenkanals ab. Ebenfalls entscheidend ist die Grof3e des Porenvolumens, in wel-
ches die lonen einstromen.

Im folgenden soll der Grenzfall betrachtet werden, bei dem ein nAChR pro Pore vorliegt und
einmal aktiviert wird.

Die Berechnung der Anzahl der durchstromenden lonen und die damit verbundene Konzen-
trationsdanderung erfolgt fiir eine zylindrische Pore. Vereinfachend wird angenommen, dass nur
einfach geladene Metallionen der gleichen Art durch den kationenselektiven nAChR stromen.

Aus Messungen in natiirlichen Zellen ist bekannt, dass der nAChR insbesondere fiir Na'- und
K*-Tonen eine hohe Leitfihigkeit besitzt. Auch zweiwertige Ionen, wie Ca*"- und Mg”"-Ionen,
konnen durch den Ionenkanal stromen. Thr Anteil am Gesamtstrom bei der Aktivierung des lo-
nenkanals ist jedoch gering [84]. Sie bleiben deshalb bei der Simulation einer Einzelkanalmes-
sung unberiicksichtigt.

Die durchschnittliche Leitfihigkeit G und mittlere Offnungsdauer t des Ionenkanals wurden
durch Patch-Clamp-Messungen mit 41 pS und 2 ms nach [85] bestimmt. Mit Hilfe der Avo-
gadro Konstante N, berechnet sich die Anzahl der durchstromenden Ionen aus deren

Stoffmenge nye+ zu durchschnittlich 5,2- 10° pro Aktivierung.

M _ 4Gt
My, N enhd?

Formel 6

In der Formel 6 gibt Cy.+ die Konzentration der Metallionen an, die ins Porenvolumen Vp ein-
gestromt sind. Mit h als Hohe der Polymerschicht und d dem Durchmesser der Pore wird das
zylindrische Porenvolumen berechnet. Die Konstante e gibt die Elementarladung an.

Wird ein Porenvolumen von ca. 1pm’ angenommen, ergibt sich die Konzentrationsinderung
Cwme+ von rund 1mM an einfach positiv geladenen Metallionen. Je groBBer das Volumen der Poren
gewihlt wird, desto kleiner ist die resultierende Konzentrationsdnderung der Metallionen.

Das minimale Volumen der Mikroporen wird durch das verwendete Mikrostrukturierungsver-
fahren bestimmt und das maximale durch die Nachweisgrenze des Detektionsverfahrens.

Die Anderung der Ionenkonzentration fiihrt zur Anderung des Brechungsindexes in der Pore.
Wird die ImM Konzentrationsinderung, die durch die Aktivierung des lonenkanals erzeugt
wird, mit Hilfe einer Salzldsung simuliert und die Anderung des Brechungsindexes gemessen,
kann die Verschiebung des Resonanzwinkels der Oberflachenplasmonen berechnet werden. Die
Berechnung der SPR-Funktion einer KCI-Losung (1mM, n=1,3340) und Wasser (n=1,337) im
System SF6-Glas/Au/Dielektrikum ergibt eine theoretische Verschiebung des Resonanzwinkels
von 0,03° aus der experimentell mit dem ABBE-Refraktometer bestimmten Anderung des Bre-
chungsindexes (Anhang, Tabelle 9).
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Die Bestimmung der theoretischen Nachweisgrenze des SPR-Detektionsverfahrens fiir wissrige
K- und Na'-Salzlésungen erfolgt im Modellversuch mit sinkender Konzentration. Da sowohl
K- als auch Na'-Ionen durch den nAChR stromen konnen, wird jene lonenart zur weiteren
Entwicklung des Sensor-Arrays ausgewéhlt, die sensitiver von der SPR-Messung erfasst wird.

Die Verschiebung des Resonanzwinkels der SP-Welle der beiden Konzentrationsreihen mit
einer maximalen Konzentrationsédnderung von 100mM zeigt Abb. 6. Der Terminus der relativen
Verschiebung wird als Winkeldifferenz der jeweiligen SPR-Minima bezogen auf das SPR-
Minimum von Reinstwasser verwendet.
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Abb. 6:  Relative Verschiebung des Resonanzwinkels in Abhéngigkeit zur Konzentration einer NaCl-
und KCl-Losung auf Gold.

Bei Salzkonzentrationen unter 10mM verschiebt sich der Resonanzwinkel der SP-Welle stirker
als im fast linearen Kurvenbereich ab 10mM. Die Losungen beider lonenarten zeigen einen
dhnlichen Kurvenverlauf. Allerdings weisen die KCI-Losungen eine stirkere Verschiebung des
Resonanzwinkels als die NaCl-Losungen auf. Hieraus ergibt sich, dass die Detektion von K'-
Ionen mit hoherer Sensitivitéit erfolgen kann. Die relativen Verschiebungen des Resonanzwin-
kels fiir KCI-Losungen von ~0,003°/mM im linearen Kurvenbereich ab 10mM ist groBer als die
voraus berechnete von ~0,001°/mM, die sich aus den experimentell bestimmten Brechungsin-
dexénderungen ermitteln lasst.

Dass sich experimentell hohere Werte bestimmen lassen als mit den Fresnel schen Gleichungen
berechnet, liegt moglicherweise daran, dass sich auf der Goldoberfldche eine Nernst’sche Dop-
pelschicht ausbildet, die an der Oberfliche zu lokal hheren Anderungen der Dielektrizititszahl
fiihrt als in der Salzlosung [90].

Wird die Konzentration einer wissrigen Salzlosung erhoht, steigt sowohl die Anzahl der Me-
tallionen als auch die der Anionen. Zur Anderung des Brechungsindexes tragen im Modellver-
such beide Ionenarten bei. Da durch den kationenselektiven nAChR keine Anionen stromen,
wird die Anderung des Brechungsindex nur von den durchgestromten Metallionen hervorgeru-
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fen. Die Anderung im gemessenen Brechungsindex miisste um den Beitrag der Anionen korri-
giert werden. Da dieser Beitrag nicht bekannt ist, kann die Sensitivitit der SPR-Messung nur
niherungsweise vorhergesagt werden.

Zusammenfassend ergibt sich, dass eine hohe Sensitivitdt der SPR-Messung auftritt, wenn die
urspriingliche Ionenkonzentration in der Pore moglichst gering ist und unter 10mM liegt. Beim
Einsatz natiirlicher Kanalproteine muss allerdings die Denaturierung in Abhéngigkeit der
Mediumzusammensetzung beriicksichtigt werden. Um den nAChR in nativem Zustand zu be-
lassen, kann nicht mit Reinstwasser als Probenmedium gearbeitet werden, sondern es werden
physiologische Salzkonzentrationen, wie im Ringer-Puffer oder in physiologischer Kochsalzlo-
sung, empfohlen [86, 87].

Auch das Volumen der Polymerpore beeinflusst die Konzentrationsdnderung der Metallionen
und damit die Nachweisgrenze. Es kdnnen zum einen die Filmdicke des Polymers, der Poren-
durchmesser und die Form variiert werden. Die Filmdicke des Polymers hdngt von den Parame-
tern des Spin-coating-Prozesses ab und kann vom Nanometer- bis in den oberen Mikrometerbe-
reich erzeugt werden. Die Konzentrationsianderung im Porenvolumen ist umgekehrt proportio-
nal zur Dicke des Polymerfilmes. Mit sinkender Schichtdicke der Polymerfilme steigt der Auf-
wand fiir die Herstellung homogener Schichten schnell an, da beispielsweise die Qualitdt durch
Schmutzpartikel stark vermindert wird (Reinstraumbedingungen).

Der Durchmesser der Poren héngt mafgeblich von der Leistungsfahigkeit des Mikrostrukturie-
rungsverfahrens ab. Er zeigt quadratischen Einfluss auf das Porenvolumen und beeinflusst dar-
iiber hinaus die Stabilitit der Lipidmembranen, die iiber den Poren aufgespannt werden sollen.

Ac Metallionen [mM]
100 e

0,1
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0,001
0 2 4 6 8 10
Durchmesser der Poren [pm]
—d=50nm —-d=350n€m —-d=1pm ---d=3pum

Abb.7:  Anderung der Metallionenkonzentration innerhalb der Pore nach einem Schaltzyklus eines
nAChR in Abhéngigkeit vom Durchmesser der Pore. Die Kurven sind fiir verschiedene Film-
dicken d des Polymers berechnet worden. Grau unterlegt ist der Konzentrationsbereich, der
mit SPR-Imaging detektierbar ist.

Aus Abb. 7 geht hervor, dass mit steigender Schichtdicke des Polymers die erzeugte Anderung
der Ionen in der Mikropore sinkt. Die Poren werden dabei als Zylinder betrachtet. Grau unter-
legt ist der nachweisbare Konzentrationsbereich der lonen. Wird die Schichtdicke des Polymers
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bei gleicher Porengrundfliche abgesenkt, steigt die Sensitivitidt des Detektionsverfahrens, da
sich das Porenvolumen verringert. Damit ldsst sich durch gezielte Wahl der Schichtdicke ohne
Sensitivitdtsverlust der Porendurchmesser variieren. Je grofler die Schichtdicke des Polymers,
desto geringer muss die Porengrundflache gewéhlt werden. Abb. 7 zeigt, dass bei einer Schicht-
dicke von 350 nm ein Porendurchmesser von hochstens 2pum eingesetzt werden kann.

Das nachfolgende Experiment zeigt, ob die Salzlosung auf der Metalloberfldche zu einer irre-
versiblen Anderung fiihrt oder ob sich die Sensoroberfliche regenerieren lisst. Die zeitliche
Anderung des SPR-Signals ist in Abhingigkeit von der Konzentration einer wissrigen KCI-
Losung und anschlieBendem Spiilen mit Wasser dargestellt (Abb. 8).
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Abb. 8:  Zeitliche Anderung der relativen Verschiebung des Resonanzwinkels durch Anderung der
KCI-Konzentration und Spiilen mit Reinstwasser.

Durch das Spiilen kann das Ausgangssignal wieder erreicht werden. Die Metalloberfldche unter-
liegt also keiner irreversiblen Verdnderung durch den Kontakt mit der Salzlosung. Folglich ist
eine Regenerierung des Sensor-Arrays und damit eine Mehrfachnutzung moglich.

Die Modellversuche und —berechnungen zeigen, dass eine Anderung der Ionenkonzentration mit
SPR erfasst werden kann. Die Sensitivitit der Messung liegt dabei im Bereich der Einzelkanal-
messung eines nAChR. Mit Konzentrationsinderungen von K'-Ionen ldsst sich eine ver-
gleichsweise hohere Sensitivitit der Messung erhalten als mit Na'-Ionen. Anhand der Poren-
geometrie lédsst sich die erzeugte Konzentrationsdnderung in der Mikropore und damit die Sen-
sitivitit des Sensor-Arrays gezielt einstellen.

Die Verwendung des Sensor-Arrays muss nicht auf einen einmaligen Einsatz beschrinkt blei-
ben.
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3.2 Architektur der Polymerschicht

Die laterale Auflosung der SPR-Messung und die Nachweisgrenze sind von der Dimensionie-
rung der Porengrundflache, der Stegweite, also dem Abstand zweier Poren voneinander, und der
Schichtdicke der Polymerschicht abhéngig. Die Porengrundfliche wird groBer als die laterale
Auflésung gewihlt. Je kleiner das Porenvolumen ist, desto hoher ist die Sensitivitit der Detekti-
onsmethode.

Naherungsweise entspricht die Ausbreitungsliange L, der Auflosung des SPR-Imagings. In Aus-
breitungsrichtung x parallel zur Metalloberflidche zeigen Oberflichenplasmonen exponentiellen
Intensitatsabfall. Die Ausbreitungslinge wird von den optischen Parametern der Probe, der Me-
tallschicht und dem Prisma beeinflusst [64].

Als Polymer wird das Standardresist Poly(methyl)methacrylat (PMMA) eingesetzt (die Begriin-
dung dieser Wahl enthédlt Kapitel4). Die Ausbreitungslinge im Schichtsystem
Glas/Metall/PMMA wird iiber Formel 1 berechnet. Tabelle 1 fiihrt die berechneten Ausbrei-
tungslédngen auf einer Silber- bzw. Goldschicht auf. Die Dampfung der Oberfldchenplasmonen
ist bei der Verwendung von Silber geringer, deshalb breiten sich die Oberflichenplasmonen
hier weiter aus als fiir das entsprechende System mit eingesetzter Goldschicht. Die laterale Auf-
l6sung ist bei der Verwendung von Silber damit geringer als bei der Verwendung von Gold
unter sonst identischem Transduceraufbau. Die bessere laterale Auflosung gestattet es, kleinere
Poren mit hoherer Flachendichte zu detektieren.

Die Ausbreitungslange der SP-Welle fiir eine PMMA-Schicht auf Gold betragt 1,5um. Wird als
Dielektrikum stattdessen eine Wasserschicht angenommen, erhélt man eine Ausbreitungsldnge
von 2,6 um. Hieraus ldsst sich schlussfolgern, dass der Porendurchmesser grofer als die Aus-
breitungslidnge gewéhlt und damit wenigstens 2,6um betragen wird.

Tabelle 1: Berechnete Ausbreitungsldnge der SP-Welle fiir verschiedene Dielektrika fiir die Metall-
schichten Gold und Silber bei einer Wellenldnge von 632nm, einer Metallschichtdicke von
50nm und einer homogenen, unendlich dick angenommenen Schicht des Dielektrikums.

Dielektrizitatszahl fir Silber eag -18,31+0,51i

. e . . Ausbreitungsldnge Ly (um)
Dielektrizitatszahl fir Gold e,  -8,93+1,08i [65]

Dielektrikum Silber Gold
Luft (n=1,000) 42,5 7,0
Wasser (n=1,333) 16,7 2,6
PMMA (n=1,540) 10,2 1,5

Die SP-Welle besitzt in den PMMA-Stegen eine geringere Ausbreitungslidnge als in den Poren.
Die Stegweite muss mindestens der Ausbreitungslinge der SP-Welle im PMMA entsprechen
(Formel 4) und damit eine minimale Linge von 1,5um besitzen. Die Minimierung der Poren-
durchmesser und Stegweiten unter Beachtung der lateralen Auflosung fiihrt zu einer maximalen
Flachendichte im Ionenkanalsensor-Array, die wiederum die Grundlage fiir die Wirtschaftlich-
keit des Sensor-Array-Einsatzes bildet.

Die maximale elektromagnetische Feldstirke besitzt die SP-Welle direkt an der Metalloberfla-
che. Die Intensitét fallt im Dielektrikum in dessen Richtung exponentiell ab (Abb. 9). Als Ein-
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dringtiefe L, in Richtung z wird die Distanz von der Metalloberfldche bezeichnet, bei der die
maximale Intensitdt der Oberflichenplasmonen auf 1/e gesunken ist (Formel 5). Damit ergibt
sich die hdchste Sensitivitit der SPR auf Anderungen im Dielektrikum direkt an der Metallober-
fliche [74].

Bei der Erfassung der Konzentrationsédnderung der Metallionen im Porenvolumen ist der Ein-
fluss anderer Dielektrika unerwiinscht. Der geforderte Grad der Miniaturisierung macht die
quantitative Kenntnis der Eindringtiefe der SP-Welle im Dielektrikum notwendig.

Die Eindringtiefe der SP-Welle in Richtung Dielektrikum wird iiber die Fresnel schen Formeln
berechnet. Sie sollte kleiner oder gleich der Polymerschichtdicke sein, da sonst die Information
im detektierten Signal nicht aus dem Porenvolumen, sondern teilweise aus der Lipidschicht,
vom Kanalprotein oder den Spiilldsungen in der Durchflusszelle stammt. Die Berechnung der
Eindringtiefe L, wurde nach Formel 5 durchgefiihrt. Es ergibt sich eine Eindringtiefe der O-
berflichenplasmonen in wissriger Losung iiber der Goldschicht von 150nm. Fiir PMMA be-
rechnet sich eine geringere Eindringtiefe von 110nm. Die minimale Schichtdicke des Polymers
muss grofler als die Eindringtiefe der Oberflachenplasmonen sein und somit mindestens 150nm

betragen.
© . .
= 11 Gold Dielektrikum
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Abb.9:  Berechnete relative Intensitdt der Oberflachenplasmonen an der Grenzschicht von Metall zum
Dielektrikum.

Zusammenfassend ergeben sich nun fiir die Dimensionierung die Architektur der Polymerma-
trix Angaben fiir geeignete Porendurchmesser, Stegweite und die Polymerschichtdicke:

Der zu wihlende Porendurchmesser hingt iiber die lonenkonzentrationséinderung sowohl von
der Polymerschichtdicke, von der Leistungsfahigkeit des Mikrostrukturierungsverfahrens als
auch von der Sensitivitdt des SPR-Imagings ab. Der Porendurchmesser wird mdglichst klein
gewidhlt, aber grofler als die Ausbreitungsléinge der SP-Welle von 2,6um, um keinen Signalan-
teil aus der polymeren Porenwand zu detektieren.

Aus den Modellberechnungen ergibt sich ein Bereich fiir die Variation der Polymerschichtdicke
von mindestens 150nm bis maximal 290nm. Je gréBer die Schichtdicke des Polymers im Be-
reich gewéhlt wird, desto geringer muss der Porendurchmesser der Mikroporen gewahlt werden.
Unter Beriicksichtigung der Ausbreitungslange der SP-Welle bewirkt ein minimaler Poren-
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durchmesser von 2,6um bei zylinderformigen Poren mit einer Polymerschichtdicke von maxi-
mal 290nm ein Signal innerhalb der geforderten Sensitivitit. Die Steweite zwischen zwei be-
nachbarten Poren in der Polymermatrix muss wenigstens 1,5um betragen, um ein Ubersprechen
der SP-Wellen der benachbarten Poren zu vermeiden. Bei minimaler Steweite wird die Dichte
der Detektionsvolumina pro Sensor-Array maximal.

3.3 Zeitliche Abhiingigkeit der Ionenverteilung innerhalb der Pore

Innerhalb der Poren kénnen sich die eingestromten Ionen nur noch durch Diffusionsprozesse
verteilen. Weil die Diffusion in der Regel ein langsamer Prozess ist, gilt die Einstellzeit als ein
wichtiger Parameter. Sie gibt die Zeitdauer an, die vergeht, bis sich ein stationdrer Zustand der
Ionenkonzentration im Erfassungsvolumen eingestellt hat. Unter der Annahme einer zylindri-
schen Pore entspricht die Diffusionsstrecke bis zur Goldoberfliche maximal der Eindringtiefe
der SP-Welle bzw. der gewéhlten Polymerschichtdicke.

Modelle fiir verschiedene Spezialfille der Diffusion sind aus der heterogenen Katalyse be-
kannt [88]. Neben dem Modell der molekularen Diffusion wird die Normaldiffusion ausge-
schlossen, da Porosititen und Labyrinthfaktoren in den geometrisch einfachen Poren des lonen-
kanalsensor-Arrays keine Rolle spielen. Andererseits kann bei Poren, deren Durchmesser klei-
ner ist als die mittlere freie Weglénge der Ionen, der Diffusionsprozess erheblich beeintrichtigt
werden [89]. Die lonen kollidieren in diesem Fall (Knudsen-Diffusion) hiaufiger mit den Wén-
den der Pore als mit anderen Teilchen der Losung. Da unter Normalbedingungen die Teilchen in
Flissigkeiten im Gegensatz zum Gasraum stets erheblich kleinere mittlere freie Weglédngen
besitzen, kann die Knudsen-Diffusion bei Porendurchmessern im Mikrometerbereich ausge-
schlossen werden.

Es wird von einer ungestorten Diffusion der lonen ausgegangen. Als Grundlage zur Berechnung
der Einstellzeit wurde das 2. Fick’sche Diffusionsgesetz verwendet. Es stellt eine Differenzial-
gleichung zweiter Ordnung beziiglich des Raumes und erster Ordnung beziiglich der Zeit dar.

yz-Ebenen (Flache A)

Diffusionsrichtung

Abb. 10:  Volumenelement einer zylindrischen Pore und Parameter fiir die Berechnung der Einstellzeit.
Porenradius r betragt 1,5 um, Porentiefe x 0,35 um, Anzahl der durch den Ionenkanal ge-
stromten Tonen Ny 5,118%10°, Anzahl der Ionen im Volumenelement unter stationiren Kon-
zentrationsbedingungen N 1,462*10°, Diffusionskoeffizient fiir K'-Ionen bei 298 K,101 kPa
in Wasser Dk 1,33*10” m’/s.

Um zu einer Losung zu gelangen, miissen zwei rdumliche Randbedingungen und ein zeitlicher
Anfangswert festgelegt werden. In Abb. 10 sind die Modellpore dargestellt und die verwendeten
Parameter aufgelistet.
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Fiir die Berechnung gelten folgende Bedingungen:

Bei t=0 halten sich alle Ionen (Np) in der yz-Ebene mit der Fliache A bei x=0 auf. Die Konzent-
ration ist {iberall endlich. Es sind stets Ny lonen im System vorhanden. Unter diesen Bedingun-
gen lautet die Losung der Diffusionsgleichung [90]:

N
N = 0 — le 4Dt Formel 7
A(zDt)”

In Formel 7 sind D der Diffusionskoeffizient, x der Abstand der lonen von der yz-Ebene bei
x=0, t die fiir das Erreichen stationdrer Konzentrationsbedingungen benétigte Zeit, Ny die An-
zahl der Ionen zum Zeitpunkt t=0 und N die Anzahl der lonen in der yz-Ebene bei x enthalten.
Die Einstellzeit wird rekursiv {iber eine Zeitreihe ermittelt. Dafiir wird t solange eingestellt, bis
fiir die gegebene Anzahl der Ionen (N) ein identischer Wert auf der veridnderlichen Seite der
Gleichung erreicht wird.

Fiir die in der Abb. 10 angegebenen Werte lisst sich fiir die K'-Ionen eine Einstellzeit von 2,7ps
berechnen.

Um den Einfluss der Vereinfachungen im genannten Diffusionsmodell abzuschétzen, wird die
Einstellzeit mittels Monte Carlo Simulation fiir 1000 lonen berechnet. Bei diesem Modellansatz
kann beriicksichtigt werden, dass die Ionen in einem quasi punktformigen Volumen unterhalb
des Ionenkanals in die Pore einstromen und thermische Eigenbewegungen ausfiihren. Nach 3pus
hat sich bei dieser Modellberechnung ein stationdrer Zustand beziiglich der lonenkonzentration
eingestellt.

Beide Ergebnisse zeigen eine gute Ubereinstimmung. Aus der kurzen Einstellzeit ldsst sich
schlussfolgern, dass die Diffusion der lonen innerhalb der Poren sehr schnell gegeniiber dem
Zeitbedarf fiir das Detektionsverfahren und dem Auslesen des Sensor-Arrays ist.

Beim Einsatz des lonenkanalsensor-Arrays sollten auch die aus der Mikrofluidik bekannten
Schwierigkeiten bei kleinen Stromungs- und Reaktionsvolumina beriicksichtigt werden [91]:

=  UngleichmiBige, schlechte Oberflichenbenetzung
=  Unerwiinschte Wandabsorptionen
=  Storungen durch Gasblasen.

Untersuchungsergebnisse hierzu sind in den nachfolgenden Kapiteln der vorliegenden Arbeit
beriicksichtigt worden.

3.4 Simulation der Array-Messung

Bisher werden SPR-basierte Methoden in der lonenkanalanalytik zur Messung der Liganden-
bindung am Kanalprotein eingesetzt. Das neue Sensorprinzip soll am Beispiel des nAChR nicht
die Bindung, sondern die vollstindige Aktivierung, also das Offnen der Kanalpore und das Hin-
durchstromen von Ionen als Folge der Bindung des Liganden, detektieren. Der Einsatz als Sen-
sor-Array fordert eine einfache, robuste Messmethode.
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Beim SPR-Imaging wird die Anderung des Bild-Kontrastes bestimmt. Somit kann im einfachs-
ten Fall eine Differenzmessung durchgefiihrt werden. Das bedeutet, dass einerseits zum glei-
chen Zeitpunkt zwei verschiedene Orte auf der Probe gemessen werden oder andererseits zu
zwei verschiedenen Zeiten die gleiche Probenstelle analysiert wird.

Im erstgenannten Fall wird das SPR-Bild nach der Erhéhung der Ionenkonzentration in den
Mikroporen der Polymermatrix (zur Erzeugung der Mikroporen s. Kapitel 4) durch die Aktivie-
rung des Kanalproteins aufgenommen. Eine Mikropore dient als Referenzprobe. Die lonenkon-
zentration soll in der Referenzpore konstant bleiben. Die Aktivierung der integrierten lonenka-
nile erzeugt in den Mikroporen eine Konzentrationsinderung von Metallionen. Aus der Ande-
rung der Pixelintensitét der jeweiligen Pore zur Pixelintensitit der Referenzpore wird ein Kon-
trastunterschied ermittelt. Fehler, die durch unkontrollierte Anderung der Messbedingungen
zwischen mehreren Aufnahmen von SPR-Bildern auftreten, besitzen keinen Einfluss auf die
Qualitdt der Messung.

Das Verfahren ist sehr schnell. Eine unterschiedliche Beladung der Mikroporen im Sensor-
Array ist bei diesem Verfahren notwendig, da die Referenzpore keinen lonenkanal enthalten
darf. Die Entwicklung eines hierfiir notwendigen mikrofluidischen Steuer- und Dosiersystems
gehort nicht zum Umfang der vorliegenden Arbeit.

In einem weiteren Verfahren wird die Aktivierung des nAChR durch die Differenzbildung der
SPR-Bilder nach der Aktivierung des lonenkanals B) und vor der Aktivierung A) gebildet. Die
Konzentrationsdnderung der eingestromten Metallionen wird aus dem Kontrastunterschied der
jeweiligen Pore bestimmt. Es werden somit mindestens zwei SPR-Bilder des Sensor-Arrays
aufgenommen. Die Messzeit dieses Verfahrens ist damit im Vergleich zum ersten Verfahren
héher.

Zur Entwicklung des Detektions- und Auswerteverfahrens werden zunichst keine Kanalproteine
eingesetzt. Vielmehr wird die Aktivierung des nAChR mit Hilfe von wiéssrigen Salzlosungen,
die in die Mikroporen einstromen, simuliert. Dafiir wird ein Gradient von K'-Ionen eingesetzt,
da die Leitfahigkeit des nAChR fiir dieses Kation sehr hoch ist [11]. Zur Messung werden die
Poren mit Wasser gefiillt. Der Einfallswinkel wird bei der Messung so eingestellt, dass ein ma-
ximaler Kontrast zwischen den wassergefiillten Poren und dem PMMA auftritt (Abb. 11A).
AnschlieBend wird eine 5SmM KCI-Loésung in die Mikroporen eingespiilt und erneut gemessen
(Abb. 11B). Die relative Pixelintensitét von 0 wird im SPR-Bild schwarz und die maximale von
255 weiss dargestellt. Abb. 11C) zeigt die Differenz aus beiden Messungen. Die hexagonalen
Mikroporen besitzen einen Abstand von 25um zwischen den parallelen Seitenflichen. Das Dif-
ferenzbild C) zeigt den Stegbereich der PMMA-Matrix mit einer relativen Intensitit von 0. Die
Poren treten deutlich hervor. Die Erh6hung der Konzentration mit KCIl-Losung um SmM fiihrt
zu einer visuell gut detektierbaren Kontrastverstarkung.

Bei der Messung muss beriicksichtigt werden, dass durch mechanische Einwirkung auf den
Messplatz eine Bilddrift auftritt und dass Temperaturschwankungen die Dielektrizitdtswerte
beeinflussen. Die Bild-Verschiebung in x- und y-Richtung von jeweils 3 Pixeln wird manuell
korrigiert. Die Temperatur wird wéhrend der Messungen nicht zusétzlich geregelt. Eine klimati-
sierte RT von 20,0°C und vor Messbeginn entsprechend eingestellte Losungstemperaturen wer-
den als ausreichend konstant angesehen.



Aufbau des lonenkanalsensor-Arrays 33

50
100
150
200 39
250 |
300
350

400
450
500

200 400 600 200 400 600 200 400 600

Abb. 11:  A) SPR-Bild von wassergefiillten Mikoporen, B) mit SmM KCI-Losung gefiillt und C) Diffe-
renzbild B — A.

Um mit der Messung die Funktionsféhigkeit des lonenkanals zu simulieren, wird vorausgesetzt,
dass die im Kapitel 3.1 genannte Wirkung der Konzentrationsédnderung einer Salzlosung auf die
Konzentrationsdnderung von Metallionen durch Aktivierung des lonenkanals {ibertragbar ist.
Die Anderung des SPR-Bildkontrastes ist dann ein MaB fiir die Anderung der durchgestromten
Metallionen in der Mikropore. Wichtig bei diesem Verfahren ist, unvollstindig entwickelte
Porenvolumen zu beriicksichtigen, da die eingestromten Ionen auf das Volumen bezogen wer-
den und es sonst zu falsch positiven Ergebnissen kommen kann. Bei der Simulation der Aktivie-
rung des nAChR durch die vorab eingestellte Konzentration der eingestromten Salzlosung ist
die Volumenkorrektur nicht notwendig.

Um die gemessene Anderung der Dielektrizitdtszahl als eine Aktivierung des Ionenkanals zu
beschreiben, muss der Zusammenhang zwischen Dielektrizititszahl und Metallionen-
Konzentration bekannt sein. In der vorliegenden Untersuchung wird mindestens eine Aktivie-
rung des nAChR erwartet. Zur Vereinfachung wird mit einer Modell-Lésung gearbeitet, die K-
Ionen in wissrigen Losungen enthalten. Die Konzentrationsdnderungen der wéssrigen Losungen
von KCl betragen jeweils 0,5mM, 1mM, 2mM, 4mM, 8mM und 10mM. Fiir jede Konzentration
wird ein SPR-Bild aufgenommen, nachdem sich stationére Verhiltnisse in der Durchflusszelle
eingestellt haben.

Wie hoch die Kontrastdnderung ist, hdngt vom Einfallswinkel des eingestrahlten Lichtes bei der
SPR-Messung ab. Die Justierung des Winkels auf den maximalen Kontrast zwischen wasserge-
fiillten Poren und dem PMMA der Stege erfolgt visuell, bevor die Salzldsung in die Mikroporen
einstromt. Die Reflektivitdt der PMMA-Matrix wird auf 1 und die minimale Reflektivitdt im
Porenbereich auf 0 normiert.
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Die Auswertemethodik wird anhand eines ausgewéhlten Bereichs von 6 Mikroporen entwickelt.
Abb. 12 zeigt das SPR-Bild des ausgewihlten Bildbereichs einer Polymermatrix (Erzeugung der
Matrix s. Kapitel 4).

Abb. 12: Normierte Intensitét der Pixel
im SPR-Bild mit ausgewéhltem Bereich
zur Auswertung (blau) und Zuordnung
der Pixel im ausgewahlten Bereich.

Die Sensitivitdt der einzelnen Poren
ist verschieden hoch, da Restmaterial
am Porengrund zuriickbleibt (Kapi-
tel 4.2 und 4.3). Die Histogramme
der Pixelintensitidten der jeweiligen
Pore ermoglichen die Auswahl eines
reprasentativen Pixelbereiches mit

anndhernd gleich hoher Sensitivitét

fiir alle 6 Poren (Anhang 7.9). Im
ausgewdhlten Bereich wird eine oOrtliche Zuordnung der Pixel zur PMMA-Matrix (blau), den
Poren (rot) und einem Ubergangsbereich (griin) getroffen. Die 6rtliche Zuordnung ist auch zur
Korrektur der Bilddrift, z.B. durch Erschiitterungen wihrend der Messung, notwendig und wird
manuell durchgefiihrt. Dem Matrix-Bereich werden nur Pixel mit einer relativen Intensitit von
230 bis 255 zugeordnet. Pixel aus dem Ubergangsbereich werden in die Auswertung nicht ein-
bezogen.

Die Kontrastdnderung wird in Abb. 13 anhand der Verhéltnisbildung der mittleren Intensitdten
von Poren zu PMMA-Matrix als Funktion der K'-Konzentration dargestellt. Die Verhltnisbil-
dung reduziert den Einfluss von Streulicht und wird anstatt der Absolutwerte der Intensitdten
zur Auswertung herangezogen. Die Intensitdt wird {iber die 6 Poren des ausgewédhlten Bereiches
gemittelt, da in alle Poren die gleichen Losung eingespiilt wird. Die Verhéltnisse zeigen eine
Messunsicherheit im Bereich von 1,04-107 bis 2,16-10™. Die Differenzbildung zu wassergefiill-
ten Poren wird nicht durchgefiihrt, um die starke Kontrastinderung im Bereich niedriger Kon-
zentrationen zu betonen. Mit steigender K'-Konzentration sinkt die mittlere Reflektivitit der
Poren und der Kontrast im SPR-Bild zwischen Porenregion und PMMA-Matrix steigt an.

Fiir Mikroporen mit einem Durchmesser von 3um bei einer Gesamtschichtdicke des Sensor-
Arrays von rund 300nm (s. Kapitel 4.3.5) entspricht die Konzentrationsdnderung einer KCI-
Loésung von 1mM einer Einzelkanalaktivitdt des nAChR. Die in Abb. 13 dargestellten Ergebnis-
se zeigen, dass anhand des SPR-Imaging-Kontrastes ein Einzelkanalereignis des nAChR detek-
tierbar ist.

Aus der Messung der Kontrastdnderung in Abhéngigkeit zur Salz-Konzentration lasst sich ablei-
ten, dass bei einem Einfallswinkel gemessen wird, der sich auf dem ansteigenden Kurvenab-
schnitt der SPR-Funktion befindet. Da der Verlauf der SPR-Funktion nicht symmetrisch ist,
kann die Anderung des Kontrastes im SPR-Experiment maximiert werden, wenn ein Einfalls-
winkel gewihlt wird, der auf dem fallenden Kurvenabschnitt der SPR-Funktion liegt. Dazu wa-



Aufbau des lonenkanalsensor-Arrays 35

re zukiinftig eine Justierungseinheit fiir die Einstellung und Messung des Einfallswinkel des
Lichtes notwendig. Auch die Korrektur der Bildausleuchtung und eine Vereinheitlichung des
Versuchsaufbaus reduziert die Messunsicherheit bei der Messung weiter.
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ADbDb. 13: Verhiltnis der mittleren Reflektivitit Pore/PMMA-Matrix als Funktion der
K*-Konzentration mit Messunsicherheit.

Zu einer hohen Sensitivitit des SPR-Imagings trdgt auch die Auswahl einer lonenart bei, deren
Anderung der Dielektrizititszahl pro Konzentrationseinheit mdglichst hoch ist. Beispielsweise
ist der nAChR neben K'-Ionen auch fiir Na'-, Cs"-, Ca*"- und Mg**-Ionen durchlissig [84].

Der Einsatz von lonenkandlen im Sensor-Array setzt Mikroporen gleicher Sensitivitit voraus.
Abweichungen in der Sensitivitdt und im Porenvolumen miissen aufwindig korrigiert werden.
Eine reproduzierbare Herstellung der Mikroporen verringert den Aufwand nachtréglicher Kor-
rekturen.
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4  Erzeugung und Charakterisierung der Mikrostruktur

Die Integration von funktionsfahigen Ionenkanilen in eine Lipidmembran, die in Poren einer
Polymermatrix aufgespannt wurde, ist in [11] veroffentlicht. Als Polymermatrix wurden Kern-
spurmembranen mit unterschiedlichen Porendurchmessern untersucht. Die Ergebnisse der
Patch-Clamp-Messungen bewiesen porengroflenabhidngigen Erfolg beim Aufspannen der Li-
pidmembran fiir hydrophobe Polymermembranmaterialien.

Aufbauend auf diesen Ergebnissen wird untersucht, ob durch Oberflichenmodifizierung der
Polymermatrix und Kopplung mit der Metalloberflache des optischen Transducers iiber einen
SA-Prozess eine stabile Verbindung hergestellt werden kann [92]. Die Oberflachen der als Po-
lymermatrix verwendeten Kernspurmembranen zeigen jedoch eine Oberflachenrauhigkeit, die
die Anbindung iiber den SA-Prozess nur in geringen Bereichen zulésst.

Durch ein Bestreichen mit Nitrobenzen oder Tetrachlorethan findet ein Anldsen der Oberfléche
auf einer der Membranseiten statt. Dies fiihrt zu gut haftenden Schichten durch ein Aufkleben
der Kernspurmembranen. Allerdings kann kein SPR-Bild der Mikrostrukturen detektiert wer-
den. Wahrscheinlich bleibt die Mikrostruktur an der metallzugewandten Seite nicht erhalten.
Eine stabile und homogene Anbindung der vorgeétzten Polymerfolien konnte damit ebenfalls

nicht erzielt werden.

PET_18.TIF

Abb. 14: (Links) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen einer PE-Kernspurmembran. (Rechts)
Detailabbildung zeigt die Oberfldchenrauhigkeit der Polymermembran, die im Mikrometerbe-
reich liegt.

Eine weitere Variante zur Erzeugung der Mikroporen-Architektur des Sensor-Arrays besteht in
der Bedampfung einer geétzten Oberfldchenstruktur mit dem gewiinschten Metall. Dazu werden
aufgeklebte Kernspurmembranen mit Gold bedampft und anschlieBend dem Detektionsverfah-
ren unterzogen. Es wurde keine Oberflachen-Plasmonen-Resonanz beobachtet.

Deshalb wird ein sequenzieller Schichtaufbau (optisches Substrat, Aufdampfen der Metall-
schicht, Beschichtung mit dem Polymer) und anschlieBende Mikrostrukturierung der aufge-
brachten Polymerschicht eingesetzt.
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Die resultierende Polymermatrix als Grenzschicht zwischen biologischen und nichtbiologischen
Komponenten muss verschiedene Bedingungen und Funktionen erfiillen, um im Ionenkanalsen-
sor-Array eingesetzt zu werden.

Die Polymermatrix

> muss eine gute Anbindung an das aufgedampfte Metall des optischen Transducers zeigen.
Diese Eigenschaft ist wichtig, um die Poren der Polymermatrix dicht abzuschlieBen, so dass
die Polymermatrix nicht unterspiilt wird und es zum Vermischen mehrerer Porenlésungen
kommt. Hinzu kommt, dass sich das Polymer mit herkommlichen lithographischen Verfah-
ren mikrostrukturieren lassen muss;

> muss Poren mit einer Dimension im unteren Mikrometerbereich enthalten, die bis zum Me-
tall des optischen Transducers durchstrukturiert sind;

> muss hohe mechanische Stabilitit aufweisen, wobei die Stabilitdt fiir den zukiinftigen Ein-
satz als Biosensor, aber auch fiir die Haltbarkeit der Lipidmembran entscheidend ist;

> muss durch ihre Oberflichenbeschaffenheit und chemische Zusammensetzung eine gute
Haftung mit dem Lipid ermdglichen, da eine geschlossene Lipidschicht fiir die Funktion des
Sensor-Arrays notwendig ist;

> darf die Funktionsfahigkeit des integrierten Ionenkanals nicht beeintrichtigen;

> soll ein Umspiilen des Ionenkanals mit wéssriger lonenldsung an beiden Seiten der Lipid-
membran zulassen. Dies stellt ebenfalls eine wichtige Bedingung der Funktionsféhigkeit des
Ionenkanals dar.

Fiir die Erzeugung der Polymermatrix mit Mikroporen wird das Polymethylmethacrylat
(PMMA) ausgewdhlt. Dieses in lithographischen Verfahren, insbesondere der Elektronenstrahl-
Lithographie, benutzte Standard-Resist zeichnet sich durch seine chemische und mechanische
Stabilitdt aus. Zudem besitzt es hohe Biokompatibilitit, was durch seinen langjdhrigen Einsatz
in Augenimplantaten [93] und Kontaktlinsen [94, 95] belegt ist. PMMA zeigt hervorragende
Filmeigenschaften, leichte Handhabung, kaum Alterung und ist unempfindlich gegen Strahlung
im sichtbaren Wellenldngenbereich. Aus diesem Grund wird PMMA vorgezogen, auch wenn
eine Vielzahl von Materialien sowohl biologischen als auch synthetischen Ursprungs als Memb-
ranbildner bekannt sind.

Im Spin-coating-Prozess wird die PMMA-Losung auf das planare Substrat im Uberschuss auf-
getropft. Durch hohe Rotationsgeschwindigkeiten des Substrates im Spin-coater wird die aufge-
tragene Polymerlosung durch die wirkende Zentrifugalkraft auf dem Substrat verteilt. Gleichzei-
tig wird das leicht verdampfbare Losemittel des Polymers verdampft, und es bleibt ein homoge-
ner, auf dem Substrat haftender Film zuriick. Die resultierende Schichtdicke d ist von verschie-
denen Parametern abhingig.

Die mathematische Herleitung des Zusammenhanges zwischen den Material- bzw. Prozesspa-
rametern und der resultierenden Schichtdicke ist in [96, 97] dargestellt. Erst wenn die Drehzahl
einen kritischen Wert {iberschritten hat, ergeben sich Schichtendicken mit geringer Streuung
(statische Beschichtung). Bei Unterschreitung der kritischen Drehzahl kommt es zur Bildung
von starken Randwiilsten und inhomogenen Schichten. Die beiden empirischen Ansétze geben
den praktischen Sachverhalt jedoch nur ndherungsweise wieder, da beim Spin-coating gleichzei-
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tig sehr komplexe Vorgénge stattfinden [98, 99]. Faktoren, die zu abweichenden experimentel-
len Daten im Vergleich zu den theoretischen aus [96-99] fiihren, sind:

= Die Verdampfung des Losemittels erfolgt nur von der Oberfliche des Films, was zu
vertikalen Viskositdtsdnderungen in der Schicht fiihrt.

= Leichter fliichtige Losemittelkomponenten verdampfen schneller, es kommt zur Anrei-
cherung der schwerer fliichtigen Losemittel an der Filmoberfliche und damit ebenfalls
zur Anderung der Losungsviskositilt.

= Nicht alle Losungen zeigen linearen Zusammenhang zwischen der Viskositdt und der
Scherrate (Newton'sche Losungen), die sich mit dem Abstand r von der Drehachse ver-
andert.

Letztlich lassen sich die Schichtdicken beim Spin-coating-Prozess nur ungeniigend vorausbe-
rechnen, sondern miissen jeweils experimentell bestimmt werden. Randwiilste werden an den
Kanten des Substrates gebildet, da die Losung einheitlich nach auBlen bewegt wird und dort
Tropfchen bilden muss. Dies hiangt sowohl von der Oberflichenspannung und der Viskositét der
Polymerldsung, als auch von der Winkelgeschwindigkeit beim Schleuderprozess sowie der
Form des Substrates ab.

Fiir mikrolithographische Anwendungen schliefft sich im Allgemeinen an den Spin-coating-
Prozess ein Tempern der aufgeschleuderten Filme an [100], um Ldsemittelreste aus dem Film
zu entfernen. Dadurch werden Spannungen im Film minimiert und die Filmdicke verringert sich
fiir PMMA-Schichten um rund 10%.
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Abb. 15: Reflektometrisch bestimmte PMMA-Schichtdicken auf einem goldbeschichteten (da,=50nm)
Glasprisma in Abhéngigkeit von der Winkelgeschwindigkeit und der Konzentration der einge-
setzten PMMA-Losung in Chlorbenzen.

Die Schichtdickenbestimmung der PMMA-Schichten erfolgt reflektrometrisch. Das gemessene
Reflexionsspektrum von Weilllicht wird mit einem simulierten Spektrum verglichen und dient
entweder zur Ermittlung der Schichtdicke oder des Brechungsindexes der Analytschicht. Da der
Brechungsindex fir PMMA bekannt ist, kann die Schichtdicke aus dem Reflexionsspektrum
bestimmt werden.
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4.1 Mikrostrukturierung

Derzeit werden eine Reihe von Mikrostrukturierungstechniken an planaren Substraten einge-
setzt, deren Entwicklung vorwiegend durch die allgemeinen Miniaturisierungswiinsche und
Anforderungen aus der Mikroelektronik, Mikrofluidik, Mikromechanik, Mikrooptik sowie den
Sensor-, Aktor- und mikroelektromechanischen System-Entwicklungen (MEMS) voran getrie-
ben wird [101, 102]. Wachsendes Anwendungspotenzial besitzt insbesondere die Lab-on-Chip-
Herstellung [103].

In der nachfolgenden Tabelle 2 sind Mikrostrukturierungstechniken in Gruppen zusammenge-
fasst, die vor allem auf der Durchfiihrung der jeweiligen Techniken beruhen, und es wird eine
kurze Beschreibung der Technik gegeben. Die mit der jeweiligen Technik erzielbare minimale
Breite und Hohe der Strukturen sind in der Ubersicht in Abb. 16 dargestellt.

Tabelle 2:  Gruppierung und Kurzbeschreibung ausgewéhlter Mikrostrukturierungstechniken.

Liter-

Technik Gruppe Abkiirzung Beschreibung altﬁ:

Mikrokontaktdrucken cp mit einem elastomeren Stempel werden Moleku- [104]
(Microcontact printing) H le auf das Substrat Ubertragen
h  Kapillarkraff i i ly-
e i et durc? ] api a.r. ra te. W.Il'd die zu "poy
L soft- merisierende Ldsung in die Stempel-hohlraume  [105,
laren (Microinjection lith . MIMIC . .
el 5 @ lEre) ithographische eingezogen, nach Polymerisation den Stempel 106]
mouiding Techniken abheben
Mikrotransferformen mit einem elastomeren Stempel werden Poly- [107
(Microtransfer moul- p-T™M mervorlaufer auf das Substrat tbertragen und 108]’
ding) ausgehartet

Imorintin Thermoplastische = Materialeigenschaften  zur  [109,

P 9 Verformung unter Temperatur und Druck genutzt 110]
Verformung
Atomkraftfeld-

?m @ E_} AFM- mechanische Kraft einer AFM-Spitze im direkten
Mikroskopie- Lithographie  Schreibprozess genutzt (11
Lithographie grap P 9

FlUssigkei f rflach h Lo-
o e e } us§lg eit auf Oberflac e.abgesetzt, nach L& [112]
druck- und SA- semittelverdampfung verbleibt feste Struktur
. ba5|er.te ViaEE Kombination aus p-CP mit SA-Substanzen und
Grafting-from- niken . . i
Verfahren - einem weiterem Aufwachsen von Molekillen auf  [113]
der SA-Schicht
Elektronenstrahl- elektronenstrahlungsinduzierte Veranderung der (114
Lithographie (Electron EBL Lésungseigenschaften im Resist, selektives 115]’
beam lithography) Lésen fihrt zur Struktur
lonenstrahl- lonestrahlungsinduzierte Veranderung der L6- [116
Lithographie (lon IBL sungseigenschaften im Resist, selektives Losen 101]‘
beam lithography) fuhrt zur Struktur
strahlungs-
Lith hie im ultra- i -
It. CLIEiplE u"tra baS|e|tte Tech Nutzung ultravioletter Strahlung zur Veranderung  [101,
violetten Wellenlan- niken UVL = -
. der Lésungseigenschaften 102]
genbereich
. . Veranderung der Losungseigenschaften durch  [117,
Photolithographie sichtbare Strahlung 112]
Rontgenstrahl- STl Veranderung der Ldsungseigenschaften durch — [118,
Réntgenstrahlung 117]

Lithographie
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Die Dimension der Mikrostrukturen von wenigen Mikrometern Breite bei einer Strukturhdhe
von rund 300nm in der Polymermatrix kann prinzipiell mit den dargestellten Techniken erzeugt
werden. Der erfolgreichen Anwendung einer Technik ist im Bereich der minimalen Struktur-
breite meist durch physikalische GesetzméaBigkeiten eine Grenze gesetzt. Bei maximalen Struk-
turbreiten existieren keine absoluten Grenzen. Mit dem Ubersteigen des angegebenen Bereichs
der Strukturbreite wird die Technik zunehmend zeitunrentabel und kostenineffektiv. Die maxi-
male Strukturtiefe hdngt sowohl von physikalischen Parametern, als auch vom Entwicklungs-
stand des Verfahrens ab [119].
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i |
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Photolithographie
EBL
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Verfahren
. o AFM- p-CP, p-TM
Lithographie
L L L L)
10 nm 100 nm 1 um 10 pm 100 pm

Strukturbreite

Abb. 16:  Ubersicht ausgewihlter Mikrostrukturierungstechniken mit Strukturdimension

Zur Herstellung der Mikroporen in der Polymermatrix mit der vorgegebenen Strukturdimension
werden die soft-lithographischen Techniken nicht eingesetzt, weil einerseits bei Strukturbreiten
im unteren Mikrometerbereich raue Abrisskanten und Defekte durch das Entfernen des elasto-
meren Stempels auftreten konnen und zum anderen gedruckte Strukturen nicht die gewiinschte
Strukturhéhe von 300nm erreichen.

Techniken, die eine Verformung des Polymers durch Druck bzw. Temperatur bewirken, miissen
fiir die Herstellung der Mikroporen in der Polymermatrix ausgeschlossen werden, da innerhalb
der Strukturen verfahrensbedingt immer eine Restmaterialschicht verbleibt [110].

Die Dip-Pen-Lithographie oder SA-basierte Techniken entfallen ebenfalls, da SA-Molekiile auf
Oberflachen die Tendenz zum Spreiten aufweisen und die Strukturhdhen meist den unteren
Nanometerbereich nicht {iberschreiten.
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Strahlungsbasierte Techniken werden zur Herstellung der Polymermatrix angewendet, weil:

> fiir strahlungsbasierte Techniken der StrukturgroBenbereich der Mikroporen im optima-
len Arbeitsbereich der Techniken liegt.

> die Elektronenstrahl- und Ionenstrahl-Lithographie Vertreter fiir Mikrostrukturierungs-
techniken mittels Teilchenstrahlung sind, die sich im direkten Schreibprozess bzw. auch
mittels Maskenbelichtung flexibel einsetzen lassen.

> eine schnelle Prototypenherstellung gewéhrleistet wird.

> die Defekthiufigkeit in der erzeugten Mikrostruktur unterhalb derer liegt, die bei den
soft-lithographischen Techniken beobachtet wird.

> keine prinzipielle Beschriankung fiir das Substratmaterial vorliegt.

> die Belichtung mit ultravioletter Strahlung mit Hilfe einer Maske parallel durchgefiihrt
werden kann und der Gerdteaufwand hierbei vergleichsweise gering ist, da nicht im Va-
kuum belichtet werden muss.

4.1.1 Strahlungsabbau der PMMA-Makromolekiile

PMMA ist ein positives Resist, das u.a. durch Elektronen-, Ionen- und UV-Strahlung struktu-
riert werden kann [120]. Durch die Strahlung wird das polymere Kettengeriist gebrochen.
Fragmente niedrigeren Molekulargewichtes entstehen, die mit einem Losemittel, dem Entwick-
ler, selektiv herausgeldst werden konnen und eine positive Oberflachenstruktur zuriicklassen.

Der Abbau der PMMA-Makromolekiile durch den Einfluss elektromagnetischer Strahlung ist
sehr komplex, da im Polymer viele Verunreinigungen, Additive und irregulére Bindungen die
Strahlung absorbieren konnen [121]. Zudem beeinflussen weitere Faktoren den Abbau-Prozess:
das Molekulargewicht des Polymers und dessen Verteilung, der Verfahrensprozess, die Tempe-
ratur wihrend des Abbauprozesses, mechanische Spannungen wihrend der Filmherstellung, die
Dichte und Oberfliachenstruktur des Polymerfilms aber auch die Orientierung und Mobilitét der
Polymerketten. Reaktionsschemata kdnnen deshalb nur einen Teil der tatsdchlichen Reaktions-
und Produktvielfalt widerspiegeln (Abb. 17 und Abb. 18).

(1) o (2)

Abb. 17: Reaktionsschema zur initialen Radikalbildung

Bisherige Untersuchungen zum Abbaumechanismus gehen von zwei Hauptreaktionen
aus [103]. Dabei wird in einem Reaktionsschritt (Abb. 17) durch Strahlung die Bindung zur
Seitenkette homolytisch gespalten. Produkte sind jeweils unterschiedlich reaktive Radikale. Das
Seitenkettenradikal mit der Estergruppierung zerfillt hauptsichlich in gasformige Endprodukte
wie CO und CH,O. Daneben entstehen CO,, CH4 und CH;OH. Eine Vielzahl verschiedener
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Spezies resultiert aus der Folgereaktion der jeweiligen Radikale untereinander oder mit der
Hauptkette.

Folgereaktionen des Hauptkettenradikals sind in Abb. 18 dargestellt. Die Produkte (3-7) stehen
beispielhaft fiir die vielen Produkte [122], die beim strahlungsinduzierten Abbau des PMMA
auftreten konnen [123, 124]. Das Hauptkettenradikal kann auch Reaktionen zwischen den Po-
lymerketten eingehen. Dazu zdhlt die Quervernetzung oder Verzweigung der Polymerkette, die
Rekombination und die Disproportionierung der Radikale. Neben diesen Reaktionen kann das
Hauptkettenradikal auch mit anderen chemischen Verbindungen wie dem Luftsauerstoff wech-
selwirken. Es entstehen Reaktionsprodukte, die zusdtzlichen Sauerstoff enthalten, wie [-
Hyroxy-Ester (4) und Methylketone (5). Der Bruch der Polymerketten stellt den wichtigsten
Prozess beim Abbau-Mechanismus dar [125]. Eng mit dem Bruch der Hauptkette sind Bin-
dungsumlagerungen verbunden [126]. Wird PMMA im Vakuum abgebaut, entstehen hauptsich-
lich Doppelbindungsprodukte (6) bzw. (7) und der Sauerstoffgehalt nimmt im Polymer mit zu-
nehmender Strahlungseinwirkung ab [103].

T~
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Abb. 18:  Sekundires Reaktionsschema mit Bruch der Hauptkette

Komplexer wird das Reaktionsschema, wenn PMMA mit einer 10fach héheren Dosis als zum
Kettenbruch notwendigen Dosis bestrahlt wird. In diesem Dosisbereich kann PMMA auch als
negativ Resist fungieren [127]. Es liberwiegt die Vernetzung der Polymerketten und belichtete
Bereiche werden zunehmend unloslich [128].

4.1.2 Elektronenstrahl-Lithographie

Einen Einblick in die EBL vermitteln Grundlagenwerke zur Mikrolithographie [129, 130]. Die
Prozesse, die wihrend der Belichtung zu einer Verkleinerung des mittleren MWs fiihren, sind
von den Wechselwirkungen der hochenergetischen Elektronen (10-50kV) mit dem Polymerge-
riist bestimmt. Die Kettenbruchreaktionen im PMMA werden zum einen von den direkt einfal-
lenden vorwirts gestreuten, den riickgestreuten und den Sekundirelektronen mit Ener-
gien > 5eV hervorgerufen [131, 132]. Trotz starken Abbremsens der Elektronen im PMMA ist
deren Energie noch ausreichend hoch, um durch die Goldschicht hindurch und mehrere Mikro-
meter tief in das darunter liegende Glassubstrat einzudringen [133].
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Beim Einsatz der EBL konnen Strukturgréflen erreicht werden, die wesentlich kleiner sind, als
sie vom SPR-Detektionsverfahren fiir den lonenkanalsensor gefordert werden. Im direkten
Schreibprozess wird maskenlos mit fokussiertem Elektronenstrahl bei unterschiedlichen Para-
metern die PMMA-Schicht belichtet (Anhang 7.3).

Die Belichtungsparameter miissen fiir jede Probe angepasst werden. Die Dosis wihrend der
Belichtung gibt den zeitabhiingigen Strahlstrom bezogen auf die belichtete Fliche (uAs/cm?) an.
Sie ergibt sich aus dem Strahlstrom, der Verweilzeit und der Schrittweite des Elektronenstrahls
auf der Probe. Relative Belichtungsdosen werden héufig bei der Belichtungsoptimierung ver-
wendet und sind Vielfache der absoluten. Optimale Belichtungsparameter werden angenommen,
wenn die entwickelte Strukturgrofle und Form den Vorgaben entspricht.

8 A i t i ¥

¢
i

\ 3 . s

= b g b /

pie g g £ {

d L}.i ..‘ '

i i ey }

——— 9 e i

—_—— 90KY

pm—————————————— 1.,00kV 4mm i 2004m
UEBERSICHT ZIMHMERER 2 UEBERSICHT ZIMMERER
15S00UEBERS . T > : 1510UEBERS . T

00 4mm

Abb. 19:  Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von erzeugten Teststrukturen in PMMA-
Schichten mit 300nm Schichtdicke mittels EBL.

Die PMMA-Schicht zeigt wihrend der Belichtung Aufladungseffekte. Davon wird der Elektro-
nenstrahl abgelenkt. Um Fehler im Schreibprozess zu verhindern, kdnnen ohne zusétzliche
elektrische Ableitung an der Goldschicht nur Proben mit Schichtdicken kleiner 500nm struktu-
riert werden. Mit Hilfe der rasterelektronischen Aufnahmen (engl. Scanning electron microsco-
py - SEM) der Mikrostrukturen (Abb. 19) werden Poren beobachtet, die bis zum Substrat durch-
strukturiert erscheinen.

Die Charakterisierung der Mikroporen mit SPR-Imaging ergibt keine vollstdndige Entfernung
von Resten aus den Poren. Bei einer Durchstrukturierung bis zum Substrat sollte ein hoher
Bildkontrast zwischen Polymerstegen und Poren auftreten. Dieser wird nicht beobachtet.

Die Menge an verbleibendem Material in den Poren ist weder von der GroB3e der belichteten
Struktur, noch von der urspriinglichen Schichtdicke des PMMA-Films im Bereich von 300nm
bis 800nm abhéngig. Es zeigt sich, dass eine Dosissteigerung auf das 20fache keine freien Poren
erzeugen kann.

Es kann kein weiterer Materialabtrag in den Poren beobachtet werden, wenn ein Entwickler mit
héherer Losekraft eingesetzt wird bzw. mehrfach nachentwickelt wird (Anhang 7.3). Das selek-
tive Losen der belichteten Probenbereiche erfolgt zum einen nach einer Standardentwicklungs-
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methode mit MIBK:ISO (1:3) fiir 30s, zum weiteren durch eine Nachentwicklung in MIBK:ISO
(1:1) fiir weitere 2min und zusétzlich verldngerter Nachentwicklungszeit von 3min.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die EBL Poren der gewiinschten Dimension in den PMMA-
Schichten erzeugen kann, die Mikrostrukturen jedoch mit diesem Verfahren nicht vollstindig
bis zum metallischen Substrat entwickelt werden kdnnen.

4.1.3 Tonenstrahl-Atzen mit Ag'-Ionen

Ein weiteres lithographisches Verfahren, das mit Teilchenstrahlung den Kettenbruch im Poly-
mergeriist erzeugen kann, ist das Ionenstrahl-Atzen oder Sputter-Atzen. Anders als bei der EBL
zeigen die wesentlich schwereren Ag'-Ionen Ionen einen hohen Sputter-Effekt [134, 135]. Der
Abtrag des Polymers ist durch auftretende Kollisionskaskaden vom Substrat [136] und kollekti-
ve elektronische Anregung im PMMA abhiingig [137]. Uber die Dosis des Ionenstrahles ldsst
sich der Wirkungsgrad des Crackprozesses steuern. In der darunter liegenden Metallschicht
werden die Ionen stark abgebremst. Mit Hilfe der Beschleunigungsspannung der Ag'-lonen
wird die Eindringtiefe der lonen so angepasst, dass die Ag-Schicht auf dem Glassubstrat nicht
durchgeschlagen wird, sondern dass die Ag'-Ionen in ihr stecken bleiben (Anhang 7.4). Deshalb
wird die unterliegende Goldschicht durch eine 45nm dicke Ag-Schicht ersetzt, um einen Dotie-

rungseffekte zu vermeiden.

Abb. 20: (Links) Auflichtmikroskopische Aufnahme eines belichteten Poren-Bereiches bei 10facher
VergroBerung; (Rechts) FTIR-3D-Bild (bestehend aus 3x3 Einzelbildern) im Bereich
1680cm™ bis 1760cm™.

Der Durchmesser des lonenstrahles 1dsst sich minimal bis auf 10pum fokussieren. Zum einen ist
ein direkter Schreibprozess moglich, zum anderen kann auch durch ein Maske belichtet werden.
Fiir die Testuntersuchungen wird durch eine Maske belichtet.

Bereits ohne Entwicklungsprozess bildet sich durch den starken Sputter-Effekt die Mikrostruk-
tur in der PMMA-Schicht ab. In der linken auflichtmikroskopischen Aufnahme der Abb. 20
wird ein belichteter, typischer Bereich wiedergegeben. Der Beschuss mit lonen zeigt deutliche
Effekte in der unter dem PMMA liegenden Silberschicht. Es kommt zur Blasenbildung inner-
halb des Metalls und weiteren, wahrscheinlich thermisch ausgeldsten Inhomogenititen [138].

Mit lonenstrahl-Lithographie bearbeitete Proben zeigen kein SPR-Signal mehr. Eine Erklérung
hierfiir liefert der Verklebeeffekt der Metallschicht mit dem PMMA, welcher auch gezielt in der
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Grenzflachenbearbeitung genutzt wird [139]. Dadurch veréndern sich die dielektrischen Eigen-
schaften der Metallschicht so stark, dass keine kollektive Schwingung der Elektronen im Metall
mehr moglich ist.

Aus dem FTIR-3D-Bild auf der rechten Seite der Abb. 20 geht weiterhin hervor, dass das lo-
nenstrahl-Atzen unter den getesteten Prozessparametern fiir das Sensor-Schichtsystem ungeeig-
net ist. In der PMMA-Schicht steigt die Oberfldchenrauhigkeit, sowohl in belichteten als auch in
unbelichteten Bereichen sehr stark an, zudem treten Dichteanomalien auf [140]. Vor allem die
beobachteten Randiiberwdlbungen kénnten die nachfolgend aufzubringende Lipidschicht desta-
bilisieren.

Zusammenfassend hat der Einsatz der beiden teilchenstrahlungsbasierten Techniken gezeigt,
dass keine Mikrostrukturen im PMMA-Film erzeugt werden konnen, die eine Detektion der
Poren mit SPR-Imaging gestatten. Es wird eine diinne Restmaterialschicht am entwickelten
Porenboden vermutet, die sich im metalloberflichennahen Volumen der Plasmonwelle befindet.
Damit kann keine Detektion der lonenkonzentration in der dariiber befindlichen Losung statt-
finden.

4.1.4 UV-Lithographie

Der Belichtungsprozess mit UV- Strahlung wird durch die Aufnahme eines Photons von einer
chromophoren Gruppe initiiert. Zur Ermittlung geeigneter Belichtungsparameter ist es notwen-
dig, die Wellenldngensensitivitit des PMMA zu ermitteln.
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Abb. 21:  A) UV-Spektrum eines PMMA-Filmes B) Darstellung der relativen Emissionsspektren ver-
schiedener Lichtquellen im UV-Bereich nach [141] fiir die Xe-, [142] die D,- und [143] die
Hg-Lampe.
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Das UV-VIS-Spektrum des PMMA zeigt ein Absorptionsmaximum bei 220nm (Abb. 21). Es
lisst sich dem n-m*-Ubergang der Carbonyl-Gruppe zuordnen und weist einen Absorptionskoef-
fizienten von 0,27-0,47um™ auf [119]. Dieser kleine Wert des Absorptionskoeffizienten und die
relativ geringe Leistung von verfligbaren Lichtquellen in diesem Wellenldngenbereich machen
PMMA fiir den Einsatz als UV-Resist in der Mikroelektronik unrentabel. In herkémmlichen
Belichtungsapparaten wird meist mit der i-Linie (365nm) eines Hg-Dampf-Brenners die Photo-
reaktion im Resist ausgeldst. Alternativ dazu kdnnen auch im sichtbaren Bereich die h-
Linie (405nm) bzw. g-Linie (436 nm) verwendet werden. Im Bereich der UV-Absorption des
PMMA bei 220nm ist die Emissionsleistung des Hg-Brenners jedoch zu gering. Sowohl die D,-
als auch Xe-Lampe (Emissionsspektren in Abb. 21) emittieren im Wellenldngenbereich von
200-260nm. Fiir die Belichtungsdauer und damit die Effektivitdt ist die Lichtleistung im Ab-
sorptionsbereich des PMMA entscheidend.

Eine Probebelichtung ergab eine hohere Lichtleistung der D,-Lampe, was sich aus der Tiefe der
Belichtungsprofile bei gleicher Belichtungszeit bestimmen lésst (Kap. 4.3). Fiir die nachfolgen-
den Untersuchungen wird deshalb die D,-Lampe eingesetzt. Die Ausgangsleistung betragt
100W.

Der lithographische Prozess kann sich aus wenigen oder sehr vielen Teilschritten zusammenset-
zen [144]. Die Anforderungen an den lithographischen Prozess bei der Entwicklung des Ionen-
kanalsensor-Arrays konnen mit wenigen Prozessschritten erfiillt werden. Die Abb. 22 zeigt,
welche Effekte die hier verwendeten Schritte fiir die Probe haben.

1. PMMA-Spin-coating 0. Substrat-Reinigung und Aufdamp-  Schichtpréparation fiir die SPR-

~_PMMA fen von 50 nm Gold Detektion
Y i / Gold
! Glas- 1. Herstellung homogener PMMA- Entfernen von Ldsemittelresten
| Substrat Schichten und Tempern bei 180°C und Verbesserung der Adhasi-
fur eine Stunde on der PMMA-Schicht

2. UV-Belichtung

2. Belichtung durch eine Maske Verwendung von TEM-Netzen
im Kontaktverfahren als Maske, keine Justiereinheit
notwendig

3. Entwicklung in 1:1 Methylisobutyl- ~ Topographische Anderung der
keton (MIBK) : Isopropanol (ISO) PMMA-Oberflache

3. Entwicklung aﬁfr:)ﬂ;;g L
' 4. Tempern bei 180°C fiir eine Stun-  Entfernen restlicher Entwickler-
de spuren und Reduktion des

Quellvermégens des PMMA

Abb. 22: Prozess-Schritte zur Herstellung der mikroporésen Sensor-Array-Oberfliche durch UV-
Lithographie

Die kleinste Strukturdimension fiir Belichtungen mit dem Masken-Kontakt-Verfahren und da-
mit die minimale, erreichbare Porenbreite der Mikrostrukturen by, hingt neben der Wellenldn-
ge A des Strahlers auch von der Filmdicke d des Resists ab. Aus der nachfolgenden Formel
[132] berechnet sich fiir eine Belichtungswellenlédnge von 220nm der Deuteriumlampe und einer
Schichtdicke des PMMA von 500nm die minimale Strukturbreite zu ~350nm.
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M*d
bmin = 3/2 2 Formel 8

Die minimale Strukturbreite liegt weit unterhalb der zu strukturierenden Porenbreite. Systemati-
sche Abbildungsfehler wie Nahfeld-Beugungsfehler spielen keine Rolle im verwendeten Belich-
tungssystem. Die technische Realisierung der Belichtung bedarf daher keiner aufwendigen Op-
timierung.

4.2 Charakterisierung der Mikrostrukturen

4.2.1 Topologische Charakterisierung

Die Beurteilung des lithographischen Prozesses zur Herstellung des Sensor-Arrays erfolgt liber
die StrukturgroBBen der Mikroporen. Besonders wichtig ist die Tiefenstrukturierung. Die Poren
in der Polymermatrix sollen vollstdndig bis zum Gold-Substrat ausgebildet sein.

Die Strukturbreite der Maske fiihrt beim Kontaktbelichtungsverfahren bei hoher Abbildungs-
treue zu gleichgrofBen Strukturen im Polymer (Abb. 23).

T Uberbelichtung /
Uberentwicklung

optimale
Bedingungen

Unterbelichtung /
Unterentwicklung

Abb. 23:  Abbildungstreue am Beispiel einer hexagonalen Pore. Konturausschnitt der Mikrostruktur im
Photoresist in Abhéngigkeit von Belichtungs- und Entwicklungsparametern.

Ist der Belichtungsprozess nicht auf die Strukturdimension optimiert, kommt es zur Kantenrun-
dung und verdnderten maskenbezogenen Strukturbreiten. Die Abb. 23 zeigt fiir Abweichungen
von den optimalen Parametern die erreichbare Kontur und Strukturbreite der Mikroporen.

Ublicherweise dienen Verfahren wie die Licht-Mikroskopie bzw. Elektronenrastermikroskopie
(SEM) zur Charakterisierung der erzeugten Strukturen. Mit Hilfe der SEM-Abbildung kann
zusdtzlich ein Materialkontrast neben der Topologie der Probe abgebildet werden. Beide Ver-
fahren lassen sich durch die Rasterkraftmikroskopie (AFM) unterstiitzen, die vor allem dreidi-
mensionale Hohenprofile darstellt. Da die AFM-Spitze (Tip) die Topologie der Probenoberflé-
che abtastet, liefert sie relative Hohenwerte zu Filmeigenschaften, wie der Oberfldchenrauhig-
keit, von Struktur- und Defekttiefen. Zur absoluten Filmdicke kann keine Aussage getroffen
werden.

Im Kontaktbelichtungsverfahren erfolgt die Mikrostrukturierung eines 300nm dicken PMMA-
Films nach den Prozessschritten in Abb. 22. Es wird iiber 10min mit einer D,-Lampe belichtet.
Die Entwicklungszeit in MIBK:ISO 1:1 betridgt 3min.
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Das lichtmikroskopische Bild in Abb. 24 zeigt Interferenzringe. Sie werden beobachtet, weil die
hexagonalen Poren durch ein inhomogenes Strahlprofil unterschiedlich tief strukturiert werden.
Die Interferenzringe sind an den dunkleren Porenbodenbereichen der Pore 1 und jeder zu ihr
iiberndchsten Pore zu erkennen.

Im SEM-Bild dagegen erscheint die zentrale Pore 1 hell. Die freigelegte Goldschicht liefert eine
hohe Anzahl an riickgestreuten Elektronen und erscheint heller im Vergleich zum PMMA. Dar-
aus ldsst sich ein Materialkontrast ableiten. Ob die Pore tatséchlich vollstindig von Restmaterial
befreit ist, kann auch anhand des SEM-Bildes nicht bewiesen werden. Sehr diinne Polymer-
schichten oder kleinere lokale Anreicherungen konnten durch die Beschleunigungsspannung der
Elektronen von 1keV durchstrahlt werden.

In den benachbarten Mikroporen um die zentrale Pore 1 erkennt man anhand der dunklen Berei-
che in den Hexagons, dass sie nur teilweise durchstrukturiert vorliegen. Es verbleibt Restmate-
rial am Porengrund, der in Richtung Pore 1 abnimmt.

Abb. 24: (Links) Auflicht-Mikroskopische Aufnahme einer belichteten hexagonalen PMMA-
Mikrostruktur (Rechts) SEM-Bild des markierten Porenbereiches.

Um die ungleichmiBige Strahlintensitit iiber der Belichtungsfliche zu homogenisieren, kommt
im weiterentwickelten Versuchsaufbau eine fiinfadrige (je 400um dicke) UV-durchléssige
Quarzfaser (OPTOCON, Germany) zwischen Lichtquelle und Maske zum Einsatz. Hierdurch
verlangern sich durch den Intensitédtsabfall in der Faser die Belichtungszeiten je Probe. Es kon-
nen jedoch fiinf Proben parallel mit gleichméBiger Strahlintensitdt belichtet werden. Die Belich-
tungszeit fiir PMMA-Filme im Schichtdickenbereich um 300nm erhoht sich auf 60min unter
Beibehaltung der Entwicklungszeit von 3min in MIBK:ISO 1:1.

Das lichtmikroskopische und das SEM Verfahren zeigen nicht, ob die Strukturierung zu voll-
stindig freigerdumten Poren fiithrt. Zur Charakterisierung wird nun das SPR-Imaging hinzuge-
zogen. Da das Verfahren zur Detektion im Sensor-Array eingesetzt werden soll, miissen sich
Mikroporen und PMMA eindeutig voneinander unterscheiden lassen. Abb. 25 zeigt ein SPR-
Bild der Probe. Die hexagonalen Poren mit einem Durchmesser von 40nm sind mit Ringer-
Pufferlosung gefiillt. Der Resonanzwinkel wird auf maximalen SPR-Kontrast gestellt.

Es ergibt sich lediglich ein geringer Helligkeitskontrast zwischen PMMA- und Porenregion. Die
hexagonale Form der Poren ist nicht zu erkennen.
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Abb. 25: SPR-Bild einer hexagonalen Mikrostruktur (PMMA-Filmdicke: 300nm, Strukturbreite 40nm)
auf Gold (d4,=50nm).

Die Ursache fiir die unterschiedlichen Ergebnisse der Charakterisierungsmethoden lésst sich aus
dem jeweils erfassten Probenbereich herleiten. Die bildgebende Information im Licht- bzw.
Elektronenmikroskop stammt vorrangig aus dem Bereich der strukturierten Polymerschicht und
seiner Oberfldche. Das Profil der Matrix lisst sich mit beiden Methoden abbilden.

Dem entgegen stammen die bildgebenden Informationen im SPR-Bild nur aus der Schicht di-
rekt an der Goldoberflache. Deshalb fithren im oberflichensensitiven SPR-Imaging geringste
Spuren von Restmaterial am Porenboden zu einer starken Kontrastverschlechterung im SPR-
Bild. Der geringe SPR-Bildkontrast ldsst vermuten, dass in den Poren PMMA bzw. dessen Ab-
bauprodukte verbleiben. Sie fithren zu einer verminderten Sensitivitdt der Detektionsmethode
im Ionenkanalsensor-Array.

Ziele anschlieBender Untersuchungen zur Mikrostrukturierung sind demnach nicht die struktur-
getreue Abbildung der Maskengeometrie bzw. reproduzierbares oder homogenes Belichten iiber
die gesamte Sensor-Array-Flache, sondern das Ziel ist es, moglichst freie Poren zu generieren.
Um eine Kontraststeigerung zu erzielen, muss eine Methode entwickelt werden, welche quanti-
tative Aussagen zu der verbleibenden diinnen PMMA-Schicht in den Poren machen kann.

4.2.2 Spektroskopische Charakterisierung mittels FTIR-Imaging

Die Eigenschaften eines diinnen PMMA-Films lassen sich auf molekularem Niveau mittels
Schwingungsspektroskopie erfassen. Das betrifft sowohl die Anbindung der polymeren Ketten
auf Oberfldchen als auch die Eigenschaften innerhalb des Polymers. Abb. 26 zeigt das FTIR-
Spektrum einer 1um dicken PMMA-Schicht auf einer 50nm Goldschicht.

Das Spektrum wird in Reflexion mit dem IR-Mikroskop aufgenommen. Die Indexierung der
Extinktion Er verweist auf die Messungen in Reflexion. Eg ist als negativer dekadischer Loga-
rithmus aus dem Verhéltnis aus r, der reflektierten Intensitdt des IR-Lichtes der beschichteten
Probe, und 1y, der einer reinen Goldschicht, definiert:

Er = —log(r/ro)

Formel 9
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Die Bandenzuordnung ist in Tabelle 3 aufgelistet. Die Banden in dem Bereich 1100cm™-
1300cm™ lassen sich aufgrund der komplexen Schwingungen und Kopplungen nur bedingt zu-
ordnen [145, 146]. Die Valenzschwingung der Carbonyl-Gruppe wurde vielfach zur Untersu-
chung des Polymers als auch zur Charakterisierung der Anbindung auf Oberflachen herangezo-
gen [147, 148, 149, 150, 151]. Aus der Lage des Maximums, aus der Bandbreite und der Ban-
denform lassen sich intra- und intermolekulare Wechselwirkungen ableiten. Generell verschiebt
sich das Maximum der Bande zu kleineren Wellenzahlen bei einer Bindung der C=0-Gruppe an
Oberfldachen oder infolge von Wasserstoffbriickenbindungen [152]. Die Verschiebung liegt zwi-
schen 15 und 35cm™. Ublicherweise wird dabei zwischen freien und gebundenen C=0-Gruppen
unterschieden [153].

Mit der FTIR-Spektroskopie kdnnen neben chemischer Informationen auch quantitative Aussa-
gen zur optischen Schichtdicke des PMMA erhalten werden.

Er
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Abb. 26: FTIR-Spektrum einer 1pm dicken PMMA-Schicht auf Gold. Die mit * markierten Banden
stammen von Resten des Losemittels Chlorbenzol.

Tabelle 3: Bandenzuordnung fiir das FTIR-Spektrum von PMMA [154]

Wellenzahl (cm-1) Zuordnung
1150 — 1190 Gerlstschwingungen,  gekoppelt  mit  CH-Deformationsschwingung,
v(C-(C=0)-0)

1240 — 1270 vas(C-C-O) gekoppelt mit v(C-O)
1375 3s(CHz)
1436 3s(CH3-0)

1440 - 1450 8(CHs), 8(CH,), 8(CH), v(CC)
1465 8as(CH3-0)

ca. 1730 v(C=0)

2850 — 2995 vas(C-H), v&(C-H) der CH; - , CH- bzw. CH3-O-Gruppe
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Im FTIR-Imaging-Modus kann die Abbildung der Probe vorgenommen werden, wobei jedes
Pixel die Informationen des IR-Spektrums im Bereich von 1000-3500cm™ am Ort x enthilt. Im
Imaging-Modus kann zusétzlich eine ortliche Zuordnung zum polymeren Steg- bzw. Porenbe-
reich auf der Probe vorgenommen werden.

Die Imaging-Messungen werden in Reflexion durchgefiihrt. In den Hellfeldbildern
(64 x 64 Pixel; 4096 Einzelspektren) wird die integrale Extinktion im spektralen Bereich von
1680cm™ bis 1760cm™ dargestellt. Es wird eine Fuzzy-k-means-Clusteranalyse mit vorgegebe-
ner Clusteranzahl durchgefiihrt. Die Zentroid-Spektren des jeweiligen Clusters dienen der quan-
titativen Bewertung der optischen PMMA-Schichtdicke. Als optische Schichtdicke wird die
wirksame Schichtdicke beziiglich der Absorption bezeichnet. Die Clusterzuordnung spiegelt
damit indirekt physikalische Schichtdickenunterschiede der Proben wider. Die Zentroid-
Spektren werden basislinienkorrigiert und normiert.

A) B) C)
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Abb.27: A) Integrale Extinktion im Bereich der Carbonyl-Schwingung bei 1680cm™ bis 1760cm™
B) Profilschnitt des markierten Bereichs des Hellfeldbildes und C) Ex-Wert der Zentroid-
Spektren nach Clusteranalyse mit 10 Clustern (Zentroid-Spektrum der Ausreifler nicht darge-
stellt).

Das Hellfeldbild einer 300nm dicken mikrostrukturierten PMMA-Schicht auf Gold (Abb. 27A)
stellt die integrale Extinktion nach Normierung dar. Die Extinktion im Wellenldngenbereich der
Carbonyl-Schwingung von 1680cm™ bis 1740cm™ wird durch die Farbdarstellung codiert. Die
integrale Extinktion stellt einen Summenparameter dar, der die Menge polymerer Ketten pro
Flache angibt. Es kann allein aus der integralen Extinktion im Hellfeldbild nicht zwischen der
Dichte des Polymers und der physikalischen Schichtdicke unterschieden werden. Die physikali-
sche Restschichtdicke am Porenboden ist unter der Bedingung zu ermitteln, dass im Bereich der
belichteten Strukturen von einer konstanten Dichteverteilung des PMMA mit einer unverénder-
ten chemischen Zusammensetzung im Vergleich zum Stegmaterial ausgegangen wird.

Im Profilschnitt (Abb. 27B) ist zu erkennen, dass die Poren nicht komplett freigerdumt vorlie-
gen. Die Poren zeigen keine vollstindig entwickelte Struktur, da der Boden muldenformig ver-
tieft ist. Anhand der Tiefe der Mikrostrukturen im Profilschnitt 14sst sich ebenfalls die Inhomo-
genitdt der Strahlintensitidt bei der Belichtung erkennen. Die Probe wurde ohne UV-Faser-
Homogenisierung 10min lang belichtet und 3min lang entwickelt.
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Die Auswertung der FTIR-Imaging-Messungen erfolgt durch Clusteranalyse mit 10 Clustern.
Der zehnte Cluster enthdlt Ausreierspektren (in Abb. 27C nicht dargestellt), deren Extinkti-
onswerte oberhalb von 2,0 liegen, was zum Teil auf defekte Pixel des FPA-Detektors und auf
Staubkorner auf der Probe zuriickzufiihren ist. Mit Hilfe der Zentroid-Spektren (Abb. 27C) er-
folgt die Zuordnung zum Bereich der Poren und der PMMA-Stege.

Die beiden Zentroid-Spektren mit den geringsten Er-Maximalwerten gehoren zu Clustern im
Bereich der Poren. Eine Detaildarstellung des Porenbereiches wird in Anhang 7.5 gegeben.
Dazu wird der Bereich der Poren aus Abb. 27A) ausgeschnitten und erneut einer Clusteranalyse
unterzogen. Die Darstellung der Clusterkarte in Anhang 7.5 zeigt keine homogene Clusterver-
teilung im Porenbereich. Die Restintensitdt der Carbonyl-Bande beweist damit, dass der Poren-
boden inhomogen mit Restmaterial bedeckt ist.

Wird ein belichteter, jedoch nicht entwickelter PMMA-Film mit einer Dicke von weniger als
50nm (Schichtdicke liegt unterhalb der Nachweisgrenze bei der reflektometrischen Schichtdi-
ckenmessung) in Atzlosung (KI/I-Lésung [155]) gelegt, bleibt die Goldschicht auch nach Ta-
gen noch intakt. Daher kann eine Diffusion des Atzmittels durch die Polymerschicht ausge-
schlossen werden. Versuche, die Goldschicht im Bereich der Poren wegzuitzen, verliefen posi-
tiv. D.h. das Atzmittel kann mit der Goldschicht am Porenboden in Kontakt treten. Daraus wird
geschlussfolgert, dass an bestimmten Stellen die Goldschicht freizugénglich vorliegt.

Eine Bestimmung der tatsdchlichen physikalischen Schichtdicke des Materialrestes in den Poren
ist wegen moglicher Variationen des Extinktionskoeffizienten nicht moglich. Der Nachweis des
verbleibenden Polymermaterials in den Poren mit FTIR-Imaging gestattet, die Methode zur
Charakterisierung der Polymermatrix und zur Optimierung des lithographischen Prozesses er-
folgreich einzusetzen.

4.3 Optimierung des UV-Lithographieprozesses

Die Optimierung des lithographischen Prozesses zielt auf die Verringerung der Restschichtdicke
im Bereich der Poren.

In Abb. 28 sind die Querschnittsprofile der Mikrostrukturen fiir eine Belichtungszeit von 60min
und einer Entwicklungszeit von 3min in MIBK:ISO 1:1 fiir die Xenon- und D,-Lampe darge-
stellt (vgl. Abb. 21). Die Profilgenerierung erfolgt anhand der integralen Ex-Werte im Bereich
1680cm™ bis 1760cm™ der vC=0-Schwingung.

Man erkennt in Profildarstellung, dass bei beiden Lichtquellen noch Material in den Poren zu-
riickbleibt. Die Steghthe in der PMMA-Matrix wird deutlich abgetragen. Allerdings zeigt sich
bereits eine starke Uberbelichtung des PMMA-Films mit der D,-Lampe. Es ergeben sich, bezo-
gen auf die integralen Extinktionswerte der unbelichteten Polymerstege (Maximalwert der in-
tegralen Extinktion), tiefere Poren in der Mikrostruktur fiir eine Belichtung bei gleicher Dauer
fiir die D,-Lampe. Die Profildarstellung weist mit Werten deutlich < 0,2 geringere Extinktions-
werte im Porenbereich auf, als mit der Xe-Lampe erzielbar sind. Daraus kann fiir die D,-Lampe
eine hohere effektive Lichtleistung und damit verbunden kiirzere Belichtungszeiten abgeleitet
werden. Alle folgenden PMMA-Filme werden mit der D,-Lampe belichtet.
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Abb. 28: FTIR-Imaging Messungen von Mikrostrukturen (TEM-Maske: runde Porendurchmesser
40um) in einem 300nm dicken PMMA-Film. (Links) Integrale Extinktion mit Profildarstel-
lung des markierten Probenbereiches mit Xenon-Lampe belichtet. (Rechts) Integrale Extinkti-
on mit Profildarstellung des markierten Probenbereiches mit D,-Lampe belichtet.

Um die optimale Belichtungsdosis fiir die D,-Lampe mit gekoppelter UV-durchldssiger Quarz-
faser an PMMA-Filmen mit einer Schichtdicke von rund 300nm zu bestimmen, wird die Mikro-
struktur unterschiedlich lang belichtet (Abb. 29). Der Entwicklungsprozess wird 15min lang in
MIBK:ISO 1:1 durchgefiihrt. Die Entwicklungszeit wird sehr hoch angesetzt, um tatsidchlich
alle fragmentierten Kettenbruchstiicke des PMMA zu l6sen. AnschlieBend wird fiir 2 Stunden
bei 180°C getempert.

Nach der Clusteranalyse (Clusteranzahl=10) erfolgt Normierung auf den maximalen Eg-Wert
des Zentroid-Spektrums des unbelichteten Stegbereiches (Abb. 27C). Die Ex-Werte der intensi-
tatsschwichsten Zentroid-Spektren (Poren-Bereiche) werden gegen die Belichtungsdosis aufge-
tragen. Mit steigender Dosis sollten die Strukturen an Tiefe gewinnen und es kann eine optimale
Belichtungsdosis ermittelt werden, nach der keine weitere Vertiefung der Strukturen erreicht
wird. Die eingestrahlte Dosis direkt auf der Probenoberfliche kann im Versuchsaufbau be-
stimmt werden. Dazu wird mit einem Miniaturleistungsmesser (MOP - engl. Miniature Optical
Powermeter) [Aerotech, USA] eine durchschnittliche Lichtleistung von 12,4uW am Faseraus-
gang gemessen. Der Bezug auf die Belichtungsfliche von 2-10”cm? ergibt eine flichennormier-
te Belichtungsleistung von 6,3mJ-s'cm™. Mit Hilfe der belichteten Zeitdauer kann die einge-
strahlte Dosis errechnet werden.
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Abb. 29: Abhingigkeit des prozentualen Verhiltnisses der Ex-Werte des Poren-Zentroid-Spektrums
zum Eg-Wert des Zentroid-Spektrums des Stegs von der Strahlungsdosis der D,-Lampe mit
Faserkopplung bzw. ihrer Belichtungszeit.

Bereits nach 15 min ist eine deutliche Strukturierung erfolgt. Nach 60min kénnen auch bei wei-
terer Verldngerung der Belichtungsdauer keine tieferen Strukturen erzielt werden. Die Poren-
und Stegweiten zeigen, dass ab einer Belichtungsdauer von 45min eine Uberbelichtung der
Strukturen stattfindet. Bei Belichtungszeiten > 60min kommt es zur Einmuldung der gesamten
Mikrostruktur. Innerhalb der Poren verbleibt eine optische Restschichtdicke von minimal 20%
bezogen auf die Schichtdicke der Stege. Die Restschichtdicke erscheint fiir eine verldangerte
Belichtungsdauer von 80min héher als bei der um 20 Minuten kiirzeren Belichtungszeit. Das
dargestellte Verhiltnis steigt bei konstanter Restschichtdicke durch Verminderung der Steghohe
an. Dieser Effekt der Einmuldung ist nicht erwiinscht, da dadurch die Porentiefe und damit das
Volumen dieser Poren absinkt.

Die ermittelte optimale Belichtungsdosis fiir StrukturgréBen von 10um bis 50um in rund 300nm
dicken PMMA-Filmen betragt damit 60min. Die minimale Restschichtdicke lasst sich mit wei-
terer Erhohung der Belichtungszeit bzw. -dosis nicht weiter vermindern.

Mit zunehmender Resist-Tiefe steigt die Lange der gebildeten Kettenbruchstiicke linear an und
die vom Resist absorbierte Energie sinkt zum Substrat hin ab [156]. Man kann dieses Verhalten
darauf zuriickfithren, dass die Transmission des PMMA durch die Bildung von C=C-
Verbindungen beim Belichten sehr stark absinkt [128]. Im Folgenden wird deshalb untersucht,
ob die Belichtungsdosis in Substratnéhe ausreicht, um fiir den Entwickler geniigend 16sliche
Kettenfragmente zu erzeugen. Dazu wird im folgenden Abschnitt A) die GroBe der Fragmente
berechnet. Im Abschnitt B) werden dann anhand von entsprechend kurzkettigem Polymer die
Losungseigenschaften gepriift und mit denen der Fragmente verglichen. In C) schlieBlich wird
experimentell gepriift, wie sich in maximalen Resist-Tiefen eine Polymerkettenlédnge verhilt,
die auch ohne Belichtung im Entwickler 16slich ist. Sollten Poren mit verminderter optischer
Restschicht nachgewiesen werden, ist die Belichtungsdosis der D,-Lampe fiir die verwendeten
PMMA-Filme zu gering.
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A) Aus der experimentell bestimmten Auflosungsrate Sp kann das mittlere Molekulargewicht
(MW) der Kettenfragmente MW liber:

SP = Formel 10

nach [165] berechnet werden. a und [ sind empirische Konstanten, die in [165] aus Stoffkon-
stanten, dem urspriinglichen Molekulargewicht und einer schichtdickenabhidngigen Energie-
Verteilung im Resist berechnet werden konnen. o wird mit 3,4 und B mit 2:10"”°nm/min im Ent-
wicklersystem MIBK:ISO 1:2 bestimmt [157]. Hiermit l4sst sich das mittlere MW¢ der fragmen-
tierten PMMA-Ketten nach der UV-Belichtung und Entwicklung ungefdhr mit rund
50000 g/mol (entspricht 50K) abschitzen. Vereinfacht wird im Mittel also die urspriingliche
PMMA-Kette in 20 gleichgroBBe Fragmente zerlegt, die im Entwickler 16slich sind.

B) Kurzkettiges PMMA mit einem MW von 50K zeigt im Entwickler MIBK:ISO 1:1, dass es
kiirzere Belichtungszeiten zur Fragmentierung und damit fiir die gewiinschte Loslichkeitsdnde-
rung benoétigt als urspriinglich eingesetztes PMMA mit einer Kettenldnge von 950K. Bei Ent-
wicklungszeiten oberhalb von 3min wird die Schichtdicke des unbelichteten S0K PMMA be-
reits signifikant verringert.

C) Dass die Belichtungsdosis auch in Substrat-Nihe zur Erzeugung 16slicher Kettenfragmente
ausreicht, wird indirekt nachgewiesen. Dazu wird auf dem Gold-Substrat ein PMMA-Film mit
einem MW der Polymerkette von 50K aufgebracht. Dieses MW entspricht bereits ohne Frag-
mentierung durch UV-Licht dem MW; nach der Belichtung des PMMA 950K. Uber diesen
PMMA-Film wird ein zweiter mit dem urspriinglichen MW von 950K aufgebracht, so dass eine
Gesamtschichtdicke an PMMA von rund 300nm entsteht. Das Zwei-Schichtsystem wird analog
der Schicht aus PMMA 950K belichtet und entwickelt. Tritt ein Energieabfall des UV-Lichtes
im Polymer auf, insbesondere in Substratnéhe und tieferen Resistschichten, wird durch den sen-
sitiveren kurzkettigen PMMA-Film mit MW 50K der verminderten Ketten-Fragmentierung
entgegengewirkt. Diesen Effekt zeigt Abb. 30.

Die notwendige Belichtungsdosis, die fiir die Spaltung der PMMA-Ketten im Mehrschichtsys-
tem 50K-950K-PMMA notwendig ist, muss demnach deutlich geringer sein als bei einem ho-
mogenen 300nm dicken PMMA-Film der Kettenlédnge 950K.

Bei der Belichtung von 60min und einer Entwicklungszeit von 15min zeigt sich, dass in den
Poren des Mehrschichtsystems ebenfalls rund 20% der urspriinglichen optischen Schichtdicke
an PMMA zuriickbleiben.
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Abb. 30: (Links) Mehrschichtsystem mit reflektometrisch bestimmten Schichtdicken. (Rechts) Schema-
tisches Resistprofil nach Belichtung und Entwicklung.

Werden unterschiedliche Schichtdicken (160nm und 100nm) der PMMA-Filme mit MW 50K
gewdhlt und die Schichtdicke des PMMA 950K entsprechend der Gesamtschichtdicke von
300nm angepasst, liegt die FTIR-spektroskopisch ermittelte optische Schichtdicke in den Poren
unverindert bei 21% =+ 1% bezogen auf die Schichtdicke der Stege. Hieraus ldsst sich schlieBen,
dass die Fragmentierung in den PMMA-Filmen mit einem MW von 950K bei der verwendeten
Belichtungsdosis von 23J/cm” bis zur Substratoberfliche erfolgt.

Schlussfolgerungen aus diesen Ergebnissen sind:

> Ein Entfernen des restlichen Materials in den Poren der Mikrostruktur kann nicht durch die
Wahl einer speziellen Belichtungsquelle im UV-Bereich erreicht werden.

> Mit verldngerten Belichtungszeiten ldsst sich die Restschichtdicke nicht weiter vermindern.
Sie betriagt rund 20% der optischen Schichtdicke der PMMA-Stege.

> Die optische Restschichtdicke stimmt fiir das sensitivere Mehrschichtsystem und das
PMMA 950K iiberein. Der Dosisabfall innerhalb des PMMA-Films ist somit nicht fiir die
Dicke der Restschicht verantwortlich. Sie kann durch Variation der eingesetzten PMMA-
Kettenlédnge nicht verringert werden.

4.3.1 Entwicklung und Nachiitzen der Mikroporen

Im Folgenden wird untersucht, ob durch die Optimierung des Entwicklungsprozesses oder einen
weiteren Atzschritt das verbliecbene Material in den Mikroporen entfernt werden kann. Dazu
werden nasschemische und trockene Atzprozesse unterschieden [158].

4.3.1.1 Nasschemisches Atzen

Der belichtete PMMA-Film wird nach der Belichtung in eine Entwicklerbadlosung eingelegt.
Anschlieend wird mit einer Waschlosung der Entwicklungsprozess gestoppt und Reste des
Entwicklers und damit in ihm verbliebene Kettenfragmente entfernt.

Im Idealfall 16st der Entwickler selektiv alle fragmentierten Polymerketten. Gute Losemittel fir
PMMA sind Ketone, weil sie polar sind und kaum Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden.
Auf Grund ihrer hohen Anzahl von Wasserstoffbriickenbindungen sind Alkohole schlechte Lo-
semittel [159]. In Losemittelgemischen schwécht der Alkohol die Losekraft des Ketons ab, so
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dass unbelichtete Bereiche nicht mit gelost werden. Durch den Einsatz von Entwicklersystemen
wird eine Kontraststeigerung im Entwicklungsprozess erreicht.

Lange Entwicklungszeiten fiihren oftmals zum signifikanten Abtragen oder starken Quellen des
unbelichteten PMMA und zu Briichen [160, 164]. Deshalb werden kurze Entwicklungszeiten
bei lingeren Belichtungszeiten angestrebt. Die Auflosungsrate Sy ist zur Grofe des Losemittel-
molekiils und zur Entwicklungszeit umgekehrt proportional [159], wobei 3 ein empirischer Fak-
tor ist. Sie wird aus dem linearen Zusammenhang zwischen der Verringerung der Schichtdicke
und der Zeit im Entwickler bestimmt:

B
S, = Ad iy ~ 1 Formel 11
At MW, o,

Die vier gebrduchlichsten Entwicklersysteme fir PMMA (Tabelle 4) wurden empirisch ermit-
telt. Die Stirke der Losemittel fallt in der Reihenfolge

MEK > MIBK > Cellosove > BEE.

Tabelle 4:  Entwicklersysteme fiir PMMA.

Losemittel Zusammen- Belichtungs- Bemerkung Literatur
setzung verfahren
Methylethylketon MEK:ISO Elektronen- starkster Entwickler, keine Gel-Schicht  [161, 162, 163]
(MEK) 7:3 (wiw) strahl
Methylisobutylketon MIBK:ISO Elektronen- starker Entwickler; Gel-Schicht [163, 164, 165]
(MIBK) 1:3 bis 1:1 (v/v) strahl
2-Ethoxy-ethanol Cellosol- Elektronen- verkurzte Entwicklungszeiten [166, 167, 168]
(Cellosolve) ve:Methanol strahl
3.7
2-Butoxy-2- BEE:H,O:Morpholi Réntgen- als GG-Entwickler bezeichnet; hohe [128, 156, 169,
ethoxyethanol n:2-Aminoethanol strahlung Aspektverhéltnisse in dicken PMMA-  170]
(BEE) 60:15:20:5 % (v/v) Filmen; lange Entwicklungszeiten;

keine Resist-Briiche

Ob das verbleibende Material in den Mikroporen vollstindig entfernt oder vermindert werden
kann, wird nachfolgend unter konstanten Belichtungsbedingungen (Belichtungszeit 60min) mit
den unterschiedlichen Entwicklersystemen getestet. Vor der FTIR-Imaging-Messung erfolgt
Temperung bei 180°C fiir zwei Stunden, um Losemittelreste auszutreiben. In Abb. 31 sind die
Egr-Werte der Zentroid-Spektren, die dem Porenbereich zugeordnet werden, relativ zu den Eg-
Werten der Zentroid-Spektren des Stegbereiches nach der Entwicklungszeit von jeweils 15min
bei RT von 20°C dargestellt.

Neben den in Abb. 31 dargestellten Entwicklersystemen wurde auch das stérkste Entwicklersys-
tem MEK:ISO 7:3 (w/w) getestet. Die MEK-Molekiile sind im Verhéltnis zu den anderen L6-
semittelmolekiilen am kleinsten. Sie lassen die stirkste Losekraft erwarten. Dieses Entwickler-
system ist jedoch nicht einsetzbar, da der PMMA-Film bereits nach einer Sekunde im Entwick-
lerbad Briiche und ein partielles Ablosen vom Gold-Substrat zeigt.
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Verhiltnis (Er-Wert Zentroid-Spektrum Pore / Steg)
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Abb. 31: Prozentuales Verhiltnis der Eg-Werte von Poren-Zentroid-Spektrum zu Zentroid-Spektrum
der Stege nach Entwicklung in verschiedenen Entwicklersystemen.

Der GG-Entwickler zeigt die groBte optische Restschichtdicke im Bereich der Poren. Dieses
Ergebnis kann auf einer sehr niedrigen Auflosungsrate oder der Ausbildung einer sehr stabilen

Gel-Schicht beruhen. Weitere Untersuchungen werden mit diesem Entwickler nicht durchge-
fiihrt.

Aus den Entwicklersystemen wird das MIBK:ISO 1:1 fiir alle weiteren Untersuchungen ausge-
wihlt. Er zeigt kaum Temperaturabhéingigkeit [159]. Die Groe der MIBK-Molekiile und die
Losekraft sind hoch, ohne jedoch die PMMA-Mikrostrukturen zu beschéddigen. Im Vergleich
zur Entwicklerzusammensetzung 1:3 zeigt sich eine erhohte Losekraft, d.h. eine geringere Be-
lichtungsdosis bei gleichen Entwicklungsbedingungen wird benétigt. Es werden keine Briiche
im PMMA-Film beobachtet. Eine Erhohung des MIBK-Anteils im Entwickler auf iiber 50% ist
nicht empfehlenswert, da sich ab 60% MIBK-Anteil unbelichtetes PMMA auflost [171].

Abb. 32 zeigt anhand der Anderung der Ez-Werte in den Poren, dass die Aufldsungsrate Sp
stetig sinkt und im Gleichgewichtszustand zu einem Grenzwert der optischen Restschichtdicke
nach rund 10min fiithrt. Die Resist-Schichtdicke vor der Entwicklung betragt 0,67 und wird in
den ersten Sekunden im Entwickler schnell abgetragen. Nach 2min ist die Auflosungsrate von
4,3min™" auf 0,1min"" abgesunken und betrigt nach 10min nur noch 3-10”min™". Im Gleichge-
wichtszustand betridgt die optische Restschichtdicke 18% der urspriinglichen Schichtdicke bei
einer Auflosungsrate von 0.

Prinzipiell kann aus der Entwicklerlosung eine Abscheidung von PMMA-Kettenfragmenten in
den Poren stattfinden. Untersuchungen zeigen jedoch, dass eine Mehrfachentwicklung in frisch
zubereiteten Entwicklerbadern die optische Restschichtdicke nicht weiter absenken kann.
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Er-Wert (Zentroid-Spektrum Pore, C=0-Bande)
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Abb. 32: Abhéngigkeit der Ex-Werte in den Poren von der Entwicklungszeit in MIBK:ISO 1:1 bei RT
und anschlieBend 2h bei 180°C getempert.

Bei der Entwicklung kdnnen sich Gasbldschen bilden. Sie verhindern ein weiteres Entwickeln
oder setzen die Auflosungsrate herab. Es konnte kein Effekt auf die Restschichtdicke in den
Poren des PMMA beobachtet werden, wenn die Probe im Vakuum oder im Ultraschallbad ent-
wickelt wird. Bei der ultraschallgestiitzten Entwicklung kommt es auBlerdem héufig zu einem
partiellen Ablésen und zu Briichen im PMMA-Film.

Nach CHENG und CHEN [172] zeigt die Schwerkraft der Polymerketten einen Einfluss auf die
Auflosungsrate. Die Schwerkraft unterstiitzt den Abtransport der Kettenfragmente aus den Mik-
rostrukturen. Die Plazierung des Glasprismas mit der Polymermatrix im Entwicklerbad horizon-
tal mit den Poren6ffnungen nach unten (0°) zeigt jedoch keinen erhdhten Abtrag in den Poren
im Vergleich zu einer Lage der Poren6ffnungen von 90° bzw. 120° zur Horizontalen bzw. mit
den Porendffnungen nach oben gerichtet.

Mechanisches Riihren hat keinen Einfluss auf Dicke der verbleibenden Restschicht, fiihrt jedoch
zu einer Verkiirzung der Entwicklungszeit auf 3min im Entwickler MIBK:ISO 1:1. Es wird
fortan zur Unterstlitzung des Entwicklungsprozesses eingesetzt,.

4.3.1.2 Trockenidtzen durch Sauerstoff- und Luftplasma

Neben der nasschemischen Entwicklung wird zur Entfernung von verbliebenen Polymerresten
oftmals ein trockener Atzprozess durchgefiihrt [116, 118, 173]. Beim Atzen im Plasma finden
verschiedene Prozesse statt, die die Resist-Oberflache angreifen und abtragen. Es werden haupt-
sachlich drei Plasma-Effekte beobachtet [174]:

»  Mikrosandstrahlen: vorrangig physikalischer Effekt des Sputterns

=  Chemische Reaktion:  Oberflichenreaktionen mit den Gas-Ionen des Plasmas

»  UV-Strahlung: UV-Strahlung fiihrt zur Spaltung von C-C-Ketten, C-O- bzw.
anderen Hetero-Bindungen in organischen Verbindungen

Je nach Anzahl und Art der reaktiven Teilchen im Plasma (Elektronen, lonen, Radikale und
Neutralteilchen) iiberwiegt einer der genannten Prozesse. Der resultierende Plasma-Effekt er-
gibt sich aus der Kombination des Gastypes und der chemischen Struktur des Polymers [175].
Um geringe Polymerschichten abzutragen, wird in der Mikrosystemtechnik im Allgemeinen mit
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Sauerstoff- oder Luft-Plasma geétzt. Durch den Angriff mit reaktiven lonen oder Radikalen des
Sauerstoffs wird die Polymeroberfldche chemisch stark verdndert. Die Zugabe von Stickstoff zu
Sauerstoff-Plasmen fiihrt zur Erhdhung des Sputter-Effektes und zur Erhhung der anisotropen
Atzrate [179]. Luftplasma, das ca. 80% Stickstoff enthilt, wird daher einen hoheren physikali-
schen Abtrag aufweisen.

PMMA ist wenig resistent gegeniiber der Einwirkung von Sauerstoff-Plasma und zeigt vorran-
gig Depolymerisation, was auch auf den Einfluss der kurzwelligen Plasma-UV-Strahlung zu-
riickzufiihren ist [176]. Neben der Photooxidation entstehen gecrackte Polymerketten [177,
178]. Quervernetzungen finden statt. Bei vollstdndiger Umsetzung konnen gasformige Spalt-
produkte, wie CO,, H,O und CO, im Vakuum abgesaugt werden [179].

Im Atz-Versuch zur Verminderung der optischen Restschichtdicke am Porengrund wird eine
hexagonale Mikrostruktur von 50um Porenbreite in einem 300nm dicken PMMA-Film unvoll-
standig entwickelt. In den Poren verbleiben rund 30% optischer Schichtdicke.

Plasmadauer:

Abb. 33: Egx-Werte (C=0-Bande) der Zentroid-Spektren.

Das FTIR-Bild (Abb. 33) und anschlieBend das entsprechende SPR-Bild werden nach unter-
schiedlichen Zeiten im Luft-Plasma aufgenommen. Die Clusteranalyse der FTIR-Bilder wird
mit 20 Clustern fiir den Carbonyl-Schwingungsbereich von 1680cm™ bis 1760cm™ durchge-
fiihrt, um eine bessere Unterscheidung zwischen Poren- und Stegbereich insbesondere nach
langen Zeiten im Plasma treffen zu konnen. Die laterale Zuordnung der Zentroid-Spektren ist in
Abb. 33 dargestellt. Der quantitative Abtrag des PMMA im Bereich der Stege bzw. der Poren
wird in Abb. 34 gezeigt.

Obwohl die Extinktion im spektralen Bereich der C=0O-Bande nicht auf 0 absinkt, kann nach
8min Atz-Zeit unter hochster Leistungsstufe des Plasmacleaners nicht mehr zwischen Porenbe-
reich und PMMA-Stegen unterschieden werden. Der Abtrag entspricht im Stegbereich einer
mittleren Atzrate von 0,8nm/s. Die maximale Atzrate ist im Verhiltnis zur Atzrate von gerichte-
ten Plasmen gering und stark anisotrop. Im Bereich der Poren weist die Atzrate deutlich gerin-
gere Werte von durchschnittlich 0,2nm/s auf. Abb. 34 zeigt, dass der Stegbereich abgetragen
wird, noch bevor die Poren vollstindig freigerdumt werden. Zwischen 5min und 8min im Luft-
Plasma gleichen sich die Eg-Werte flir Poren- und Stegbereich an. Die Mikrostruktur ist nicht
mehr detektierbar.
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Abb. 34: Resist-Abtrag durch Atzen im Luft-Plasma im Bereich der Steg- und Porenregion einer
PMMA-Mikrostruktur.

Die geringere Atzrate im Bereich der Poren kann nicht mit einer schlechteren Zuginglichkeit
durch die reaktiven Plasma-Teilchen erklart werden, da es sich bei der untersuchten Mikrostruk-
tur mit dem Aspektverhédltnis von 135 um sehr weite und flache Poren handelt. Die Unterschie-
de in den Atzraten von Poren- und Stegbereich resultieren moglicherweise daraus, dass der
PMMA-Film in Substratnihe eine hdhere Atzresistenz aufweist und langsamer angegriffen
wird. Der Sputter-Effekt, der vorrangig durch die weniger reaktiven Stickstoftf-Spezies ausge-
16st wird, spricht ebenfalls auf den Eigenschaftsgradienten im PMMA an.

Die minimale optische Schichtdicke von 8% zur urspriinglichen optischen Schichtdicke der
Stege wird nach 5min Atz-Zeit erreicht. Sie liegt deutlich unterhalb der optischen Restschicht-
dicke, die bei der Optimierung des Belichtungs- und Entwicklungsprozesses erzielt wird. Nach
dem Trockenétzprozess ist die Schichtdicke der Stege ebenfalls auf 1/6 der urspriinglichen opti-
schen Schichtdicke abgesunken.

Der Kontrast zwischen den mit Puffer gefiillten Poren und dem Stegbereich im jeweiligen SPR-
Bild sinkt mit zunehmender Atz-Zeit ab. Nach Smin im Luft-Plasma ist er nicht mehr detektier-
bar.

Daraus ergeben sich folgende Schlussfolgerungen:

> Das Gemisch von MIBK und ISO aus gleichen Anteilen ist am besten zur Entwicklung der
PMMA-Matrix geeignet. Mechanisches Riihren verkiirzt die Entwicklungszeit auf 3min.

> In den Mikroporen verbleibt eine optische Restschicht von 18% im Vergleich zur optischen
Schichtdicke des Stegbereichs.

> Die Poren im PMMA-Film koénnen weder durch die Variation der Entwicklerzusammenset-
zung noch der Entwicklungsparameter von Riickstinden befreit werden.

> Ein Nachétzen der Poren im ungerichteten Luft-Plasma zeigt nicht den Effekt, dass partiell
in den Poren die Restschichtdicke an PMMA bzw. seinen Abbauprodukten reduziert wird.
Die Schichtdickenreduktion erfolgt schneller an den Stegen der PMMA-Matrix und fiihrt
zur drastischen Verringerung des Aspektverhiltnisses.

> Durch die Plasmabehandlung wird der SPR-Bild-Kontrast vermindert.
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4.3.2 Polymerreste in den Mikroporen

Die Erklérung der verbleibenden Restschicht in den Poren der Polymermatrix kann mit Hilfe
der Grenzflichenchemie von PMMA mit dem Goldsubstrat des optischen Transducers erfolgen.
In der Literatur sind Einflussfaktoren auf die Wechselwirkung zwischen Polymer und Metall-
Substraten beschrieben, wobei insbesondere die Oberflichenrauhigkeit eine wichtige Rolle
spielt [180]. Neben der chemischen Oberflichenzusammensetzung des Metalls entscheidet auch
die Art des Polymers und dessen MW iiber die Stirke der Wechselwirkungen in der Grenz-
schicht. Die adsorptiven Krifte werden weiterhin von dufleren Einfliissen, wie der Einwirkung
von elektromagnetischer Strahlung, Luftfeuchtigkeit oder organischen Losemitteln, bestimmt
[181]. Der ,,chemische Griff des Polymers kann mit zwei wesentlichen Effekten beschrieben
werden [182]:

»  Wechselwirkungs-Verstirkungs-Effekt

In einem Polymer mit identischen Untereinheiten wird die Wechselwirkung eines Kettenseg-
mentes durch alle weiteren verstirkt. Bestimmend fiir diesen Effekt ist das Molekulargewicht
des Polymers. Polymere konnen deshalb auf Metalloberflichen zu irreversibler Adsorption nei-
gen, auch wenn die Wechselwirkungen zwischen einem Kettensegment und dem Metall
schwach sind.

= Erh6hung der Packungsdichte

Dieser Effekt wird bei Polymeren mit funktionellen Gruppen beobachtet, die eine starke Seg-
ment-Metall-Wechselwirkung eingehen. Man beobachtet dichtere Packungen bei gleichzeitig
eingeschrankter Kettenmobilitit [182], insbesondere an clusterartigen Metalloberflachen [183].

Tabelle 5:  Adsorption von PMMA auf verschiedenen Metallen und von C=0O-Gruppen enthaltenden

Polymeren auf Gold
Polymer Untersuchungs- . " .
Substrat MW methodik Wechselwirkung an der Grenzflache Literatur
PMMA Carboxylatbildung nach Esterspaltung; direkte
Cr 250K ’ XPS, PM-IRRAS  ionische Bindung (Cr-O-Polymer-Bindung nachge- [182, 184]
wiesen)
PMMA, starke Komplexbildung zwischen Cu und oberfla-
cu k. A. XBSUETIRRASES | henorientiertar C=0-Bindung [184, 185, 186]
Ni PMMA, XPS, Adhasions- Bildung von Ni-Chelat-Komplexen, beteiligt sind (184]
k. A. messung C-O- und C=0-Bindungen des PMMA
Al,0; PMMA, XPS, FT-IRRAS, Hydrolyse der Esterseitenkette, Carboxylat-Bildung, [148, 151, 187,
Al divers NMR, TEM sehr starke ionische Bindun 188, 189, 190,
’ 9 191, 192, 193]
Si PMMA Adsorption Uber Wasserstoff-Briickenbindungen mit [147, 149, 153
SiO, divers ’ ATR, ESR, FT-IR OH-Oberflachen-Gruppen und Carboxylat-Komplex- 194, 195, 196,
Glas bindung mit Metallionen im Glas 197]
Charge-Transfer-Wechselwirkung, Au als Elektro-
A PC, E XPS, ATR 198, 1
Y C.EC S nen-Donator und C=0 als Akzeptor (198, 199]
Au BA- XPS Chemlsche Bindung (Au-O-Polymer-Bindung nach- 200, 201, 202]
Makrozyklen gewiesen)

Systematische Einflussparameter (Losemittel, MW, Wassergehalt des Losemittels und PMMA-
Konzentration) auf die Adsorption von stereoreguliren PMMA-Ketten auf Gold-Substraten
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wurden von SERIZAWA et al. [203] untersucht. Uber ATR-Spektroskopie wurde die Charakteri-
sierung der Adsorption fiir stereokomplexe Molekiile des PMMA zugénglich.

Die Wechselwirkungsarten von PMMA mit Metalloberflichen werden als Van der Waals-, ioni-
sche und starke Koordinationsbindungen beschrieben [204, 205]. Der Bindungstyp wird dabei
von der Metalloberfldche bestimmt. Wahrend die chemische Natur der Adsorption von PMMA
auf den in der Tabelle 5 dargestellten Substraten gut untersucht wurde, wird in der Literatur
allgemein von einer schwachen Adhision des PMMA auf Gold berichtet [206] und die Nutzung
von Promotern angeraten [207, 208]. Quantifiziert wird die Adhédsion der PMMA-Filme mit
mechanischen Verfahren, wie dem Klebstreifen-Test [209], Scherspannungs-Lift-Test [185],
Biege-Bruch-Verfahren sowie dem 90°-Zug-Test [184].

Aus den FTIR-Imaging-Messungen und der partiellen Atzung der Goldschicht (s. Kapitel 4.2.2)
geht hervor, dass die PMMA-Riickstédnde am Porenboden nicht als homogene Schicht vorliegen.
Die Untersuchung des Porenbodens mittels Atomfeld-Kraft-Mikroskopie (AFM) zeigt eine ma-
ximale Hohendifferenz im AFM-Bild von 26,1nm (Abb. 35 links). Eine kornige Oberflichen-
struktur ist zu erkennen. Die berechnete mittlere Oberflichenrauhigkeit anhand der gewéhlten
Profildarstellung (Abb. 35 rechts) wird mit 16nm angegeben (Berechnung erfolgt von der Mess-
software DualScope(tm)/Rasterscope(tm) SPM [DME-Danish Micro Engineering A/S, Déne-
mark]). Die berechnete Oberflichenrauhigkeit riihrt nicht von der Goldschicht her, da eine ana-
log strukturierte Probe auf einem Si-Waver eine vergleichbare Textur und Oberfldchenrauhig-
keit von 18nm aufweist.

Im Vergleich zum Porenboden weist die Oberfliche im Bereich der Stege eine mittlere Oberfla-
chenrauhigkeit von 10-12nm auf und besitzt keine vergleichbare Textur.
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Abb. 35:  AFM-Bild und Oberfliachenprofil des Porenbodens in einer PMMA-Mikropore.

Aus AFM-Bildern kénnen Aussagen zu den Porenrdndern abgeleitet werden (Abb. 36). Sie zei-
gen bei einem Kippwinkel der Probe von 30° keine vertikalen Uberwdlbungen bzw. scharfe
Kantenabrisse. Die Stege sind an der Oberflache abgerundet, was die Profdarstellung deutlich
zeigt. Die UV-Lithographie im Masken-Kontakt-Verfahren erzeugt damit Strukturen, die die
gewiinschten Poren im PMMA-Film aufweisen. Unerwiinschte Defekte, wie sie beispielsweise
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bei den soft-lithographischen Verfahren durch Abziehen der Stempelform auftreten, werden am
Porenrand der Stege nicht detektiert.

Die Profildarstellung ist zur Charakterisierung des Porenbodens nicht geeignet. Bei der geradli-
nigen Vertiefung jeweils im zentralen Porenbereich der Poren handelt es sich um einen Messar-
tefakt, nicht um Hohenunterschiede am Porenboden.

Image Frofile

[811 nm] 813 nm

ooe ao¥ [uw]

ooz

ool

0 10 20 30 40[pm]

Abb. 36: 3D-AFM-Bild einer PMMA-Mikrostruktur mit 20pm Poren auf einem goldbedampften Glas-
substrat und Darstellung des Oberfléachenprofils.

Trotz intensiver Nachbehandlung der Mikrostruktur werden die Poren nicht vollstindig von der
Restschicht befreit. Eine mogliche Ursache fiir die starken Wechselwirkungen liegt darin: Die
Goldoberflache besitzt Oberflachenpldtze mit niedrigerer und hoher Oberfldchenenergie. Hier-
fiir verantwortlich sind zum Beispiel Oberflachenrauhigkeit, Fehlstellen und Kratzer. Die De-
sorption an solchen Gitterpldtzen ist stark vermindert bzw. kaum moglich [182, 196, 210].

Abb. 37: SEM-Aufnahme (Beschleunigungs-
spannung 5 kV, Inlensdetektor) einer aufge-
dampften Gold-Schicht von 50nm (Aufdampfra-
te: 2,5nm/min, T=40°C).

Die auf das Prisma aufgedampfte Gold-
schicht zeigt typischerweise clusterartige
Struktur (Abb. 37). Eine Anreicherung von
Spaltprodukten nach den PMMA-
Kettenbriichen durch die Belichtung erfolgt
N vorrangig in der Grenzschicht zum
e Gold [198]. Kleinere Spaltprodukte konnen

Sk
200 C SFB . K .
100 3R2H% TIF, in das freie Volumen zwischen den Gold-

Clustern eindiffundieren. Die Cluster zei-
gen aullerdem sehr hohe Oberflachenreaktivititen und damit verstirkte Kopplung zum Poly-
mer [183, 211].

PMMA-Ketten besitzen vor der Adsorption Konformationen, die als zusammengerollt und
schlaufig in der Losung bezeichnet werden [182]. Bei der Adsorption tritt Entkndulung und
Verflachen gekoppelt mit Kettenversteifung auf [210]. Ein Umarrangieren der Ketten kann nur
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oberhalb der Glastemperatur des Polymers auftreten. Durch die eingeschrinkte Beweglichkeit
der Polymerketten weichen die Eigenschaften in der Adsorbatschicht stark von denen im Volu-
men ab. Polymerketten, die zuerst die Goldoberfliche erreichen, adsorbieren flach mit nahezu
allen Segmenten (C=0- und C-O-Bindungen) auf der Goldoberflache. Alle nachfolgenden Ket-
ten miissen mit der zunehmend beschriankten Anzahl von Adsorptionsplitzen auskommen [182].

Die Eigenschaften des PMMA in der Adsorbatschicht hdngt von seiner ,,Geschichte* ab [194].
Dazu zédhlen unter Anderem Ldsungsmittel, Beschichtungsparameter, Temperprozesse und de-
ren Dauer. So konnen chemisch homogene Polymere geometrisch inhomogen und quasi im
Nicht-Gleichgewichtszustand eingefroren vorliegen. Nach der Belichtung kénnen Bindungen
durch Rekombinationsreaktionen zwischen entstandenen Radikalen und der Goldoberflache
entstehen.

Die chemische Verdnderung in der Adsorbatschicht lasst sich mittels FTIR-Imaging ermitteln.
Die Untersuchung der Mikrostrukturen ergibt Bandenverschiebungen im Spektrum des PMMA
innerhalb der Mikroporen im Vergleich zum Spektrum der Stegbereiche [212]. Anhand der
C=0-Bande soll auf die verdnderten Eigenschaften des PMMA in Substratnihe hingewiesen
werden (Abb. 38).
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Abb. 38: Darstellung der Lage des Maximums der C=0O-Bande einer PMMA-Mikrostruktur im FTIR-
Bild nach Clusteranalyse mit 10 Clustern.

Die Lage des Maximums der C=0-Bande verschiebt sich im Bereich der Poren zu kleineren
Wellenzahlen. Die Verschiebung betrigt bis zu 3cm™ und wird im Bereich der Poren anhand
der Farbverschiebung von Gelb zu Blau deutlich. Interpretiert wird die Bandenverschiebung mit
einer Aufweitung des Bindungsabstandes der C=0-Bindung.

Eine Erkldarung fiir die Verschiebung des Bandenmaximums liefern die Esterspaltung des
PMMA und das Entweichen von Methanol im belichteten und entwickelten Probenbereich. Die
resultierende freie Sdure-Gruppe weist ein C=0O-Bandenmaximum mit geringerer Wellenzahl
als im Ester auf. Allerdings zeigen erst weiterfithrende Studien an der Restschicht innerhalb der
Poren, ob sich chemisch andere Verbindungen aus dem adsorbierten PMMA gebildet haben und
welche Molekiil-Teile an der Anbindung beteiligt sind. Mit hoher Wahrscheinlichkeit ist der im
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PMMA enthaltene Sauerstoff an der Bindung zur Gold-Substratoberfldche beteiligt. Mogliche
Konformationen bzw. Bindungsarten zum Substrat zeigt Abb. 39.
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Abb. 39:  Mogliche Bindungskonformationen der Estergruppierung bei der Adsorption von PMMA auf
einer Goldoberflache [212 und enthaltene Ref.]. Bei A) und B) tritt nur der Carbonylsauerstoff
in Wechselwirkung mit der Au-Oberfldche, C) zeigt ionische Bindung der Carboxylatgruppe
nach Methanol-Abspaltung D) Wechselwirkung beider Ester-Sauerstoffe mit der Oberfliche
ohne Methanolabspaltung.

4.3.3 Adhisionsblocker

Die nachtrigliche Entfernung der Riickstéinde in den Poren der Mikrostruktur ist mit den bisher

besprochenen Methoden nicht gelungen. Alternativ konnte die feste Anbindung auf der Gold-
oberfldche unterdriickt werden, indem zwischen Gold- und PMMA-Schicht eine weitere Schicht
aufgebracht wird. Diese Schicht wirkt als Blockerschicht fiir die attraktiven Wechselwirkungen
zwischen Gold und PMMA.

Pore
Adhisions-Blocker d ~k** nm Adhasions- Blocker

A d~50 nm

Abb. 40:  A) Schicht-System mit Adhésions-Blocker B) Mikrostrukturierung der PMMA-Schicht; Re-
flektometrisch bestimmte Schichtdicken (k** ist abhéngig von der Blocker-Verbindung). C)
Entwicklung der Adhidsionsblockerschicht; Schematisches Resistprofil mit Pore.

[

Der Adhiésionsblocker wird so ausgewahlt, dass er fiir die Lipidmembran und den lonenkanal
physiologisch unbedenklich ist. Seine hydrophilen Eigenschaften verbessern das Benetzungs-
verhalten der Mikroporen mit der Ringer-Pufferlosung. Der Adhédsionsblocker muss sich defi-
niert als homogene diinne Schicht auf der Goldoberfldche aufbringen lassen und eine gute Ver-
bindung zum PMMA aufweisen (Abb. 40).

Die Mikrostrukturierung der PMMA-Matrix soll die Adhésionsblockerschicht in den Poren frei
legen, um diese in einem zweiten Entwicklungsschritt herauszulosen. PMMA-Fragmente wer-
den bei der Entwicklung der Adhésionsblockerschicht mit entfernt, da sie nicht mehr in Kontakt
mit der Goldoberfliche kommen. Die Adhésionsblockerschicht muss entfernt werden, weil sie
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als zusitzliche gequollene Schicht wie eine Diffusionsbarriere fiir die Analyt-lonen wirkt. Als
Folge trite eine Verminderung der Sensitivitdt der SPR-Messung ein.

Tabelle 6: Testverbindungen fiir eine Adhdsionsblockerschicht.

Verbindung Strukturformel MW in g/mol

OH OH
o)
%0/”
Agarose o 100-50.000
: A °
OH OH

H\[\O
(0] o}
Dextran o _J—o" 71.400
HO OH
OH HO OH
OH

OH
HO
Glycerol 92

HO

Polyethylenglykol HO%\/O\/\O%\/OH 400

Die Adhisionsblockerschicht wird mit den in Tabelle 6 aufgefiihrten Verbindungen erzeugt. Die
Parameter fiir den Beschichtungsprozess und die reflektometrisch bestimmten Schichtdicken
finden sich im Anhang 7.6. Die Schichtdicken der Adhésionsblockerschichten variieren zwi-
schen den Verbindungen und gelten als Richtwerte der physikalischen Schichtdicke, da sich mit
dem Quellgrad der Brechungsindex der Schicht verdandert. Die Messwerte stellen den Mittelwert
iiber ein Probenareal von 1mm? dar, wobei der Quellgrad 6rtlich verschieden hoch sein kann.

Nach der Belichtung des Schichtsystems wird in einem ersten Entwicklungsschritt I das frag-
mentierte PMMA gelost. Die Polymermatrix entsteht und legt die Adhésionsblockerschicht im
Porenbereich frei. Die Blockerschicht wird in einem zweiten Entwicklungsschritt II entfernt.
Durch den zweiten Entwicklungsschritt wird die Goldschicht am Porenboden freigelegt.

Der Porenboden wird mit FTIR-Imaging charakterisiert. Die Zentroid-Spektren im Porenbereich
zeigen fiir die Verbindungen, die als Blocker verwendet werden, im Bereich der Valenzschwin-
gung v(OH) bei 3000cm™' bis 3300cm™' eine breite flache Absorptionsbande, die nicht quantita-
tiv erfasst werden kann. Fiir das Polyethylenglykol zeigt sich bei etwa 1110 cm™ eine schmale,
starke Bande der C-O-C Schwingung, die sich mit der des PMMA {iberlagert. Die quantitative
Auswertung der FTIR-Imaging Messungen beschriankt sich deshalb auf die Charakterisierung
der C=0-Bande, die eine Verminderung der optischen PMMA-Schichtdicke innerhalb der Poren
anzeigt.

Polyethylenglykol (PEG). Es wird eine homogene Schichtausbildung des PMMA auf dem
erzeugten PEG-Film beobachtet. Aus der mikroskopischen Aufnahme in Abb. 41 ist zu erken-
nen, dass sich die PMMA-Schicht auf der PEG-Schicht mikrostrukturieren lésst, allerdings
Filmspannungen in der PMMA-Schicht wihrend der Entwicklung I zum Zerreiflen fiihren.
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Abb. 41:  Auflichtmikroskopische Aufnahme der
PMMA-Matrix (Hexagons mit Strukturbreiten von
40 pm) nach den Entwicklungen I und II unter Ver-
wendung von PEG als Adhésionsblocker.

Wihrend des Entwicklungsprozesses 1 wird die
:. QSO H YD, J}E’ PMMA-Matrix unterspiilt. Die nichtbelichteten
S 2 O H O e o G ‘e Bereiche der Probe zeigen ebenfalls Rissbildung

s g ) : z}z und Aufwerfungen. Daraus ist zu schlieBen, dass

.-:f S - %ﬁ'«}; o i PMMA bereits auf der Blockerschicht nur unge-

o o niigende Adhésion zeigt. In den FTIR-Daten

zeigt sich die Wirkung des PEG deutlich (Abb.

43). Innerhalb der Poren wird kaum noch die C=0O-Bande nachgewiesen. Der minimale Eg-Wert

der Zentroid-Spektren im Bereich der Poren bezogen auf den Ex-Wert der Stege betrdgt 10,9%.

PEG blockt damit die anziehende Wechselwirkung zwischen Gold und PMMA, ist allerdings

als Blockerschicht nicht geeignet, da die Rissbildung im Bereich der PMMA-Matrix zu Poren
fihrt, die nicht mehr dicht das Porenvolumen abschlie3en.

Dextran. Dextran bildet auf dem Goldsubstrat homogene Schichten. Die feuchten Schichten
werden fiir 2h bei 100°C getempert, bevor die PMMA-Schicht aufgebracht wird. Belichtung
und Entwicklung I fithren zur Mikrostruktur in der PMMA-Schicht. Im Entwicklungsschritt I1
16st sich die PMMA-Schicht vom Substrat. Auch die partielle Zerstorung der Goldschicht wird
beobachtet. Verdnderung der Entwicklerzeit II kann die PMMA-Schichtzerstérung nicht ver-
hindern. Ohne den Entwicklungsschritt II kann kein zusétzliches Verringern der optischen
Schichtdicke zu Poren ohne Blockerschicht beobachtet werden. Somit ist Dextran als Blocker-
schicht ungeeignet und in Abb. 43 nicht dargestellt.

Glycerol. Reflektometrisch messbare Schichten lassen sich auf der Goldoberfldche nicht erzeu-
gen. Nach Abschleudern des Gycerol-Uberstandes ist die Goldoberfliche mit Glycerol benetzt
und die Raume zwischen den Goldclustern (Breite: 1-2nm) sind ausgefiillt. AnschlieBend wird
mit PMMA 950K eine Schichtdicke von 300nm erzeugt. Die PMMA-Schicht wird nach der
Belichtung im Entwicklungsschritt I entwickelt. Glycerol weist im Entwickler I Loslichkeit auf.
Es wird bereits im ersten Entwicklungsschritt I vom Porenboden geldst. Die Entwicklung II mit
Reinstwasser zeigt keinen negativen Einfluss auf die Filmstabilitit der Polymermatrix. Wie sich
der C=0-Gehalt in den Poren durch beide Entwicklungsschritte I und II dndert, ist in Abb. 43
dargestellt. Der Verlust der optischen Schichtdicke liegt bei rund 3% im Vergleich zu Poren, die
ohne Adhésionsblockerschicht erzeugt werden.

Es lasst sich feststellen, dass durch die Verwendung von Glycerol als Adhésionsblocker mit
dem Entwicklungsschritt I zusdtzliches PMMA aus den Poren entfernt werden kann. Es
verbleiben allerdings weiterhin Reste in den Poren. Dies wird damit begriindet, dass das Glyce-
rol zwar die Zwischenrdume der Goldcluster fiillt, aber die Anbindung des PMMA auf der O-
berseite der Cluster nicht verhindern kann. Auf Grund der Loslichkeit des Glycerols im Ent-
wickler I konnten die PMMA-Fragmente wéhrend der Entwicklung der Matrix doch in Wech-
selwirkung mit der Goldoberfléche treten.

Agarose 16st sich in heilem Wasser. 1% (w/V) Agarose-Losung bildet im Spin-coating-Prozess
homogene, gelartige Filme auf der Goldschicht aus. Durch Tempern bei 120°C wird den
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Schichten ein groBer Teil Wassers entzogen. Das anschlieBende Aufschleudern der PMMA-
Losung fiihrt zu einem gut haftenden Schichtsystem. Nach Belichtung und Entwicklung I er-
folgt Entwicklung II fiir 3h in Reinstwasser bei 100°C.

Wihrend der Belichtung mit UV-Strahlen kann es zu Fragmentierungsprozessen der Agarose-
Ketten kommen. Das UV-Spektrum im Wellenlédngenbereich von 200nm bis 270nm zeigt eine
schwache Absorption. Allerdings wird die Agaroseschicht nur geringen Belichtungsdosen aus-
gesetzt, da die dariiber liegende PMMA-Schicht einen hohen Anteil der Energie absorbiert.

Die SEM-Aufnahmen (Abb. 42) der Mikrostrukturen nach beiden Entwicklungsschritten I und
II zeigen, dass die Porenrdnder Abrisse aufweisen. Nach der Entwicklung I bleibt noch Material
in den Poren zuriick. Der Porenboden erscheint inhomogen und mit geringem Materialkontrast
zu den PMMA-Stegen. Nach der Entwicklung II ist eine Steigerung des Kontrastes zu beobach-
ten. Im Bereich der Poren werden mehr Elektronen zuriickgestreut, d.h. hier liegt kaum Restma-
terial auf der Goldschicht. Nicht alle Poren im Array sind vollstdndig entwickelt. Die hohe late-
rale Auflosung der SEM-Bilder zeigt einen inhomogenen Ubergangsbereich zwischen den Ste-
gen und dem Porenboden. Dies erklart, warum im FTIR-Bild im Zentroid-Spektrum des Poren-
bereiches rund 10% an optischer Restschichtdicke im Vergleich zur Schichtdicke der Stege
nachzuweisen sind.

w3
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o

Abb. 42: SEM-Aufnahmen der Mikrostrukturen unter Verwendung von Agarose als Adhisionsblocker
(Links) 1000fache Vergroflerung nach Entwicklung I; (Rechts) 500fache Vergroferung nach
Entwicklung II.

Wie in Abb. 43 dargestellt, wird wihrend der Entwicklung I noch mehr als 50% der in den
Poren der Mikrostrukturen verbliebenen optischen Schichtdicke mit Agarose als Adhésionsblo-
ckerschicht entfernt. Die auf die Stege der Polymermatrix bezogene Menge an C=0-Bindungen
betrdgt insgesamt rund 10%. Die PMMA-Schicht wird wéhrend der Entwicklungen I und II
nicht beschidigt oder vom Substrat abgehoben. Damit wurden aus den Poren restliches PMMA
bzw. seine Fragmente effektiv herausgeldst.

Beim Vergleich der eingesetzten Verbindungen und der in den Poren verbleibenden optischen
Schichtdicken gilt der relative Anteil, beziiglich der Restschichtdicke in den Poren mit und ohne
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Blockerschicht, als MaB fiir die Eignung als Adhéasionsblocker-Verbindung zwischen der Gold-
oberflache und den PMMA-Ketten.
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Abb. 43:  Eg-Werte der Zentroid-Spektren im Bereich 1680 cm™ bis 1760 cm™ des Porenbereichs bezo-
gen auf den Ep-Wert der Probe ohne Adhésionsblockerschicht. Vergleich der optischen
Schichtdicken nach Entwicklung I des PMMA-Films und nach der Entwicklung II der Blo-
ckerschicht.

Eine Zusammenfassung der Ergebnisse zur Verwendung von Adhédsionsblockerschichten zeigt:

> Bei der Auswahl geeigneter Adhdsionsblocker ist es wichtig, dass sie sich nach der PMMA-
Entwicklung kontrolliert entfernen lassen.

> Im gesamten Entwicklungsprozess eignet sich Agarose als Adhésionsblockerschicht, da die
optische Restschichtdicke in den Poren auf 10% im Vergleich zur Schichtdicke der Stege
abgesenkt wird.

> Bei der Verwendung von PEG tritt ebenfalls eine Verminderung der optischen Restschicht
in den Poren auf. Die Defektbildung in der PMMA-Matrix verbietet jedoch seinen Einsatz
als Adhésionsblocker.

4.3.4 Kontraststeigerung im SPR-Bild

Die Histogramme der Intensitétsverteilung in den SPR-Bildern der Polymermatrix gestatten es,
eine Aussage zu treffen, ob die Mikrostruktur fiir eine empfindliche Detektion im lonenkanal-
sensor-Array geeignet ist.

Zur Aufnahme der SPR-Bilder ist der Resonanzwinkel auf maximalen Kontrast zwischen den
wassergefiillten Poren und den Stegen im PMMA eingestellt. Die Bilder bestehen aus rund
2000 Pixeln im Wertebereich von 0 (schwarz) bis 256 (weil}). Pixel mit geringer Intensitit wei-
sen auf wenig bis kein Restmaterial hin und helle Pixel-Bereiche zeigen die optischen Eigen-
schaften der PMMA-Stege bzw. vom Restmaterial in den Poren.
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Abb. 44: SPR-Bilder und Verteilung der Weisswerte im Bereich hexagonaler Poren von PMMA-
Matrizes. A) Matrix unter Standardbedingungen entwickelt (Entwickler 1:3 MIBK:ISO, 30s);
B) Matrix unter optimierter Belichtung und Entwicklung (Entwickler 1:1 MIBK:ISO, 10min)
C) Matrix mit Adhédsionsblocker (Agarose, Entwickler 1:1 MIBK:ISO, 3min und Wasser).

In Abb. 44 erfolgt die Charakterisierung dreier Mikrostrukturen in verschieden préparierten
Polymermatrizes: A) PMMA-Matrix, deren Poren durch eine Standardbelichtung und Entwick-
lung erzeugt werden, B) PMMA-Matrix nach der Optimierung des Strukturierungsprozesse und
C) PMMA-Matrix mit Agarose als Adhédsionsblockerschicht, die im Entwicklungsschritt II ent-
fernt wird.

Innerhalb der einzelnen Poren der Mikrostruktur im jeweiligen SPR-Bild sind Intensitatsunter-
schiede in der Verteilung der Restschicht erkennbar. Sie beruhen auf Unterschieden in der Rest-
schichtdicke bzw. der optischen Dichte am Porenboden. Auch zwischen verschiedenen Poren
wird keine homogene Verteilung der Intensititen beobachtet. Die Verteilung der Weisswerte im
SPR-Bild der Poren kann damit nicht iiber das gesamte Sensor-Array betrachtet werden, son-
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dern muss einzeln fiir jede Pore analysiert werden. Die Verteilung der Weisswerte wird bei-
spielhaft fiir jeweils eine gekennzeichnete Pore analysiert. Dabei wird jeweils die Haufigkeit
fiinf akkumulierter Weisswerte und deren Verteilung aufgetragen.

= Breite Weisswertverteilung im Porenbereich:

Der Grenzfall einer Weisswertverteilung mit gleicher Haufigkeit weist auf unvollstindig entwi-
ckelte Poren hin. Die Sensitivitit, obwohl eine deutliche Verschiebung zu geringen Weisswer-
ten in Abb. 44A beobachtet wird, reicht fiir die Detektion im Sensor-Array nicht aus. Im SPR-
Bild der Probe zeigen sich inhomogene Porenbdden mit hohem Anteil an hellen Pixeln.

= Weisswertverteilung ist zu niedrigen Werten verschoben:

Die Restschicht ist nicht {iber den gesamten Porenboden verteilt, sondern durch wenige Inho-
mogenititen gekennzeichnet. Das SPR-Bild zeigt, ob entweder Staub- und Schmutzpartikel
verantwortlich sind oder eine unvollstindige Kantenentwicklung an der Porenwand auftritt.
Eine dhnliche Weisswertverteilung ergibt sich fiir einen vollstindig entwickelten Porenboden
mit unregelméBig zerkliifteter Porenwand (Abb. 44B). Diese Form der Poren resultiert haupt-
sichlich aus einer Uberentwicklung. Hieraus ergibt sich, dass die Form der Poren nicht als zy-
linderformig angenommen werden kann, sondern eine Korrektur des Porenvolumens notwendig
ist.

= Schmale Verteilung im Bereich niedriger Weisswerte:

Die Pore wird als gut geeignet fiir die SPR-Detektion im Ionenkanalsensor-Array eingestuft
(Abb. 44 C). Je schmaler die Verteilung, desto erfolgreicher war der Strukturierungsprozess und
desto mehr néhert sich die Porenwand einer senkrechten Position auf dem Porenboden. Das
SPR-Bild zeigt einen sehr hohen Kontrast mit gut abgegrenzten Poren.

In Bezug auf die Optimierung des Strukturierungsverfahren lasst sich folgendes Ergebnis zu-
sammenfassen: Selbst eine drastische Verldngerung von Belichtungs-, Entwicklungszeit um den
Faktor 20 und eine Verstiarkung der Losekraft des Entwicklers hinterlassen in den Poren eine
mit SPR-Imaging detektierbare Restschicht (Abb. 44A) und B). Wird dagegen eine Adhésions-
blockerschicht unter der PMMA-Schicht aufgebracht, resultiert eine Kontraststeigerung im
SPR-Bild (Abb. 44C). Ein Vergleich der verschiedenen Adhésionsblockerverbindungen mittels
SPR-Imaging fiihrt zur Auswahl der geeignetsten Blockerschicht. Die Bewertung der Poren
erfolgt wiederum aus der Verteilung der Weisswerte im Histogramm des Porenausschnittes.

Die SPR-Bilder von hexagonalen Poren nach dem Herauslosen der Adhésionsblockerschicht
sind in Abb. 45 dargestellt. Die Histogramme der Poren in A), B) und C) besitzen eine schmale
Intensititsverteilung im unteren Weisswertbereich und zeigen damit eine hohe Qualitit an. Fiir
die adhisionsgeblockten Poren wird deshalb eine hohere Sensitivitdt erwartet als bei Poren mit
optimiertem Belichtungs- und Entwicklungsprozess.
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SPR-Bilder von PMMA-Matrizes unter dem Einsatz verschiedener Adhdsionsblocker A) PEG,
B) Glycerol und C) Agarose.

Beim Einsatz von PEG als Adhésionsblocker (Abb. 45A) besitzen die Poren gut entwickelte
Bereiche mit wenig Restmaterial. Durch die hohe laterale Auflosung im SPR-Imaging wird jetzt
sichtbar, dass die Porenwénde teilweise aufreilen. Es treten Verbindungskanile zwischen ver-
schiedenen Poren auf. Ein dichtes AbschlieBen der Poren wird durch die PMMA-Stege nicht
mehr gewihrleistet.

Die Mikrostrukturierungen unter dem Einsatz der Adhédsionsblocker Glycerol (Abb. 45B) und
Agarose (Abb. 45C) zeigen in den SPR-Bildern einen hoheren Kontrast. Die Weisswertvertei-
lungen der Pixelintensitéten ist zu niedrigeren Werten verschoben als fiir PEG-geblockte Poren,
was die Ergebnisse der FTIR-Imaging-Messungen bestétigt. Es ldsst sich weiterhin aus der ver-
groferten Abb. 45C) erkennen, dass der Porenboden gleichmiBig entwickelt vorliegt. Auch die
Porenwinde bleiben stabil und schliefen die zylindrische Pore dicht zur Goldschicht hin ab. Es
sind vereinzelte UnregelméafBigkeiten im Porenrandbereich sichtbar. Im Vergleich zu Poren, die
mit Glycerol geblockt wurden, ist der Randbereich insgesamt fiir Agarose-geblockte Poren ho-
mogener. Da die Entwicklung der Blockerschicht von Agarose zu einem starken Materialabtrag
fiihrt (Abb. 43), kann die Optimierung der Blockerschichtentwicklung hinsichtlich der Unter-
driickung von Defekt- und Rissbildungen in der Porenwand durchgefiihrt werden. Neben der
schonenderen Entfernung kann auch eine Optimierung der Blockerschichtdicke den gewiinsch-
ten Effekt erzielen.

Ist die Reproduzierbarkeit des Mikrostrukturierungsverfahrens hoch, kann zur Bewertung das
Histogramm der Intensitétsverteilung der Pixel im Bereich aller Poren herangezogen werden.
Die Entwicklung eines automatisierten Bewertungsverfahrens kann zukiinftig durch Schwell-
werte bestimmt werden. Sie ergeben sich aus der gewiinschten Sensitivitdt der Metallionen-
Detektion und der Héufigkeitsverteilung der Restschichtintensititen im Histogramm der Poren.
Die Poren des lonenkanalsensor-Arrays werden nach der Bewertung zur Detektion zugelassen,
mit einem Korrekturfaktor versehen und zugelassen bzw. von der Messung ausgeschlossen.
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4.3.5 Verkleinerung der Mikrostrukturen

Der Prozess der beschriebenen Mikrostrukturierung muss fiir Strukturbreiten kleiner 10pum so-
wohl beziiglich der Belichtungs- als auch der Entwicklungsparameter erneut optimiert werden.

Um Mikrostrukturen zu erhalten, die kleinere Strukturgréfen aufweisen als die minimale Ma-
schenweite der kommerziell erhéltlichen TEM-Netze (Maschenanzahl/Netz: 2000 mit quadrati-
schen Strukturbreiten von 5um), werden Belichtungsparameter gewéhlt, die im Bereich einer
Unterbelichtung der PMMA-Filme liegen. Die Parameter zur Belichtung und Entwicklung sind
im Anhang 7.2 beschrieben. Die Belichtungszeit kann unter der Bedingung, dass moglichst
vollstandig entwickelte Poren mit Agarose als Adhédsionsblocker erhalten werden, nicht unein-
geschrinkt verringert werden. Vielmehr zeigt sich eine untere Grenze von 3pum Porendurchmes-
ser. Das SPR-Bild und das Histogramm der gekennzeichneten Pore stellt Abb. 46 dar.
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Abb. 46: SPR-Bild einer Mikrostruktur mit einem Porendurchmesser von 3um und Histogramm zur
Haufigkeitsverteilung der Grauwerte (Zuordnung O=schwarz und 255=weiss) der markierten
Pore.

Der hohe Kontrast im SPR-Bild zeigt, dass die Poren im lonenkanalssensor-Array prinzipiell
einsetzbar sind. Die Poren weisen eine unregelmifige Randschicht auf. In der Histogramm-
Darstellung der gekennzeichneten Pore des SPR-Bildes sind jeweils 5 Weisswerte zu einer Hau-
figkeit akkumuliert. Es ldsst sich erkennen, dass nach der Analyse der Haufigkeitsverteilung
von Poren mit geringer Restschichtdicke ausgegangen werden kann. Die breite Verteilung hohe-
rer Weisswerte ergibt sich aus der unregelmafigen Form des Porenrandes, deren Summe, abso-
lut betrachtet, sehr gering ist.

Die Verkleinerung der Poren in der PMMA-Matrix ist mit einer Zunahme der UnregelméBigkei-
ten in der Porenform verbunden. Der minimale erreichbare Porendurchmesser betragt im Mittel
3um, um fiir das Sensor-Array geeignete Mikroporen zu erzeugen. Aus dem Vergleich der SPR-
Messung mit der AFM-Analyse kann fiir Strukturbreiten von 3um die Notwendigkeit abgeleitet
werden, dass das Volumen der Poren zu korrigieren ist. Die Zerkliiftung des Randbereiches
resultiert moglicherweise daraus, dass die verwendete Agarose-Adhésionsblockerschicht zu
schnell abgetragen wird. Im Gegensatz zu groBeren Porendurchmessern treten fiir die kleinen
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Strukturbreiten bei der Entfernung der Blockerschicht Spannungen in der PMMA-Schicht auf
und fithren zur Defektbildung und Zerstérung. Damit ist eine Korrektur des um die Defektvo-
lumina vergroferten Porenvolumens notwendig, insbesondere, weil die Verkleinerung der Mik-
rostrukturen das Verhéltnis aus Porenvolumen und Porenoberfldche stark verschiebt.

Die Korrektur des Volumenfehlers, welcher aus der zerkliifteten Porenwand herriihrt, erfordert
die Kenntnis der Art der Zerkliiftungen und deren Verlauf in der Porenwand. Zur Untersuchung
der Wandtopologie wird die Mikrostruktur im kontaktlosen Modus mittels AFM betrachtet. In
der graphischen Aufbereitung der Messergebnisse wird die z-Achse 8-fach iiberhoht dargestellt.
Die hohe laterale Auflosung der AFM erlaubt eine Charakterisierung der Zerkliiftungen von der
Oberseite des Sensor-Arrays.
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Abb. 47:  AFM-Aufnahme einer 3um Porenstruktur und Profilschnitt entlang der Linie. Mit mittleren
Porendurchmessern am Porenboden von 2,4um + 0,4um bzw. an der Sensor-Oberfléche von
4,1pm + 0,8um.

Das AFM-Bild (Abb. 47) zeigt die Polymermatrix mit minimalen Porenbreiten von 3um. Die
Bewertung des Profilschnittes zeigt nichtzylindrische, aber wenig zerkliiftete Porenform. Der
Profilschnitt entlang der eingezeichneten Linie gibt Unterschiede in der Wandform der Poren
wieder. Die Poren sind konisch aufgeweitet. Die Vermessung der Porenprofile ergibt fiir die
Aufweitung des Porendurchmessers zwischen Porenboden und PMMA-Oberfldche ein Verhélt-
nis von durchschnittlich 1,7. Die im SPR-Bild sichtbare Kantenrauhigkeit und Zerkliiftung der
Porenwénde kann durch das AFM-Bild nicht bestétigt werden. Die Oberfldchenrauhigkeit auf
den PMMA-Stegen wird auf Staubpartikel zuriickgefiihrt, da die Charakterisierung der Probe
mit AFM nicht direkt im Anschluss an die Mikrostrukturierung erfolgen konnte. Die Unregel-
miBigkeiten im SPR-Bild sind nach der Charakterisierung mit AFM nicht mehr in der Poren-
wand des PMMA zu suchen, sondern befinden sich vermutlich in der Adhéisionsblockerschicht.
Diese Schicht liegt unter der PMMA-Schicht und ist fiir das AFM nicht sichtbar. Die mit beiden
Methoden erzielten unterschiedlichen Ergebnisse konnten auch darin begriindet liegen, dass das
SPR-Bild nicht nur einen Materialkontrast abbildet, sondern auch Unterschiede in der optischen
Dichte. Dieser Dichtegradient wird im AFM nicht dargestellt.

Zusammenfassend ist eine Korrektur des Porenvolumens durch die konisch aufgeweitete Poren-
form ohne die Beriicksichtigung von Defektvolumina der Wand notwendig. Grundsétzlich hiangt
der Volumenkorrekturfaktor weiterhin von der Menge der Riickstinde und deren Verteilung in
der Pore, als auch vom Defektvolumen der Wandzerkliiftungen ab.
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Eine weitere Verkleinerung der Porendurchmesser unter den genannten Prozessbedingungen
verlauft unter Verminderung des SPR-Kontrastes.

Die Untersuchungsergebnisse zu den drei eingesetzten mikrolithographischen Techniken fiir das
spezielle System Glas — Gold — PMMA lassen sich wie folgt zusammenfassen:

> Bei den getesteten lithographischen Verfahren (EBL, IBL und UVL) bleiben Riickstédn-
de in den belichteten Porenbereichen zuriick. Wechselwirkung wéhrend der Belichtung
zwischen hochenergetischer Strahlung und der Goldschicht kann bei der IBL zur Zer-
storung der Metallschicht fiihren.

> Fir lithographische Verfahren, bei denen die gesamte Goldschicht mit PMMA belegt
und anschlieend partiell freigelegt wird, muss ein hoher Optimierungsaufwand in die
Reduktion der verbleibenden Restschichtdicke investiert werden, um mit SPR-Imaging
die Mikrostrukturen detektieren zu kénnen.

> Eine fiir das Sensor-Array geeignete Polymermatrix mit Poren, deren optische Rest-
schicht weiter vermindert ist, werden bei der Verwendung einer Adhisionsblocker-
schicht aus Agarose und deren nachtréglicher Entfernung im Porenbereich erhalten.

> Mit UVL lassen sich minimale Porendurchmesser von 3um erzeugen und im SPR-
Imaging abbilden.

Zukiinftig kann untersucht werden, ob lithographische Techniken, bei denen die Porenbereiche
nicht in Kontakt mit dem Polymer kommen, zu besseren SPR-Kontrasten fithren. Insbesondere
Druck-Techniken, auch gekoppelt mit Grafting-from-Methoden stellen vielversprechende Kan-
didaten dar.

4.4 Verbesserung der Sensitivitit der Mikroporen

In den vorangegangenen Kapiteln wurde gezeigt, dass ein lonenkanalsensor-Array mittels opti-
scher Detektion realisierbar ist. Die Grenzfliche zwischen metallischer Transduceroberfliche
und freigelegter Pore bestimmt entscheidend die Funktion des Sensor-Arrays. Durch verblei-
bende Reste von Polymer auf dem Porengrund werden von der Plasmonenwelle deutlich weni-
ger Ionen erfasst als in einer vollig freien Pore. Um dennoch eine hohe Sensitivitit zu erzielen,
miissen moglichst viele lonen an die Gebiete der freiliegenden Metalloberfliche herangefiihrt
werden. Eine selektive Bindung von Ionen an der Metalloberfliche kann daher zu einer Verbes-
serung der Sensitivitét fiihren.

4.4.1 Selektive Bindung von Metallionen
Es existieren verschiedene Konzepte zur selektiven Bindung von Metallionen:

Eine Adsorption von Metallionen kann mit schwach sauren Polymeren erfolgen [213, 214]. Sie
lagern die Ionen fiiber elektrostatische Wechselwirkung in Abhéngigkeit der lonenkonzentration
in der Losung in ihre vernetzten, gequollenen Strukturen ein und verdndern damit ihr Quellver-
halten, aber auch ihren Brechungsindex. Von Nachteil ist, dass die Polymere kaum homogenes,
reproduzierbares Adsorptionsverhalten zeigen. Die Komplexitit des lonenkanalsensor-Arrays
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wird nun durch weitere Prozesse, wie den lonentransport im Polymer, der Verankerung des
Polymers mit der Goldschicht, dem Quellverhalten und der Quellzeit, stark erhdht.

Eine andere Strategie zur selektiven Kationbindung aus der Losung der Mikroporen besteht in
der Nutzung oberflichenverankerter Donor-Akzeptor-Molekiile. Als Chelatbildner fiir Alkali-
und Erdalkali-Ionen sind selektive Calixarene [215], aber auch Kryptanden [216] oder Kronen-
ether [217] bekannt. Werden die Chelatbildner auf der Goldoberfliche als SA-Monoschicht
angebunden, kann eine Anderung der optischen Eigenschaften sowohl der SA-Schicht als auch
des wissrigen Porenvolumens detektiert werden. Da thiolfunktionalisierte SA-Schichten geord-
net auf Goldoberflichen anbinden, wird auf eine homogene Verteilung der funktionellen Zent-
ren geschlossen [218, 219].

Die Modifizierung der Sensor-Arrayoberfldche zur Erh6hung der Sensitivitit erfolgt durch die
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Abb. 48:  Chelatbildner, die sich zur Komplexierung von Alkali- und Erdalkali-lonen eignen. Das Ion
wird im Ring der Liganden mehrfach durch Sauerstoff bzw. Stickstoff komplexiert.

In Abb. 48 sind drei Beispiele verschiedener Chelatbildner dargestellt. Es konnen sich stabile
Komplexe mit den Metallionen ausbilden, da mehrere Bindungsstellen pro Molekiil vorhanden
sind. Die Selektivitidt der Komplexbildung fiir eine bestimmte Ionenart ist in der Reihenfolge:
Kronenether < Kryptand << Calixaren erhoht. Mit einem maBgeschneiderten Ring kann eine
GroBenselektion vorgenommen werden.

Unter den genannten Chelatbildnern wird der Kronenether als Modellsubstanz ausgewahlt, um
zu zeigen, dass durch eine SA-Schicht die Nachweisgrenze der optischen Detektion verringert
werden kann. Mit Hilfe der Ringgrofle der Krone kann die Selektivitét beziiglich des zu kom-
plexierenden Metallions eingestellt werden. Wird das chelatbildende Molekiil mit einer thiol-
funktionalisierten Seitenkette synthetisiert, kann es direkt auf der Goldoberflache im Bereich
der Poren iiber den SA-Prozess angebunden werden. Je kiirzer die Seitenkette ist, desto ndher an
der Goldoberfliche findet eine mogliche Komplexbildung statt und desto grofer ist der zu er-
wartende Einfluss auf den SPR-Kontrast.

Ein Kronenether mit zwei Mercapto-Seitenketten wurde als Enzymmodell verwendet, um Pep-
tide zu synthetisieren [220]. Der Kronenethermolekiilteil dient bei diesen Verbindungen zur
Substraterkennung und die Mercapto-Gruppen dienen als Katalysator. Weitere wichtige An-
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wendungen finden die Mercapto-Kronenether in der Fliissigextraktion, insbesondere von Ag'-
Ionen [221], aber auch von Alkali- und Erdalkali-lonen [222, 223].
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Abb. 49: Schematischer Aufbau der Sensoroberfliche mit adsorbierter 2-(Benzylsulfid)-18-Krone-6.
Auf der Goldschicht befinden sich zwei Schichten mit unterschiedlichen Brechungsindizes n;
und n,, wobei n; durch die Konzentrationsdnderung und n, durch Komplexbildung verdndert
werden.

Fiir die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit wird der Kronenether 2-(Benzylsulfid)-18-
Krone-6 (Abb. 49) zur Komplexierung von K'-Ionen ausgewihlt. Einerseits ist der Synthese-
aufwand im Vergleich zu anderen thiol-substituierten Chelatbildnern vergleichsweise niedrig
und andererseits ermdglicht die kurze Seitenkette die Komplexbildung im Bereich der oberflé-
chennahen hohen elektromagnetischen Feldstdrke der Plasmonwelle.

Entscheidend im bifunktionalen Molekiil ist, dass das Adsorptions- und das Komplexbildungs-
verhalten sich nicht gegenseitig stérend beeinflussen. Es muss beriicksichtigt werden, dass die
Komplexbildung fiir Metalle in Losung nicht direkt iibertragbar auf die Komplexbildung an
molekularen Oberfldchen ist, weil die oberflichengebundenen funktionellen Gruppen zweidi-
mensional fest angeordnet sind [224].

4.4.2 Synthese von 2-(Benzylsulfid)-18-Krone-6 und Adsorption auf Gold

In vielen Untersuchungen zur Adsorption von organischen Thioverbindungen auf Goldoberflé-
chen werden Thiol-Verbindungen eingesetzt [225, 226]. Die Vorteile der Thiole bestehen in der
guten Zuganglichkeit der endstdndigen SH-Gruppe und moglicherweise in der hohen Polaritét
der S-H-Bindung. Der vollstindige Mechanismus der Anbindung auf Gold ist noch nicht ginz-
lich aufgeklért [227]. Thiole sind empfindlich gegeniiber Autooxidation, wobei sich Disulfide
und andere instabile Oxidationsprodukte bilden kénnen.

S-substituierte Kronenether sind stabiler gegeniiber Autooxidation als die entsprechenden freien
Thiole [228], zeigen aber die gleichen Bindungseigenschaften zu Metallionen [229]. Sie sind
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weniger oxidationsempfindlich gegeniiber Sauerstoff und unter einem geringerem Synthese-
aufwand darstellbar. Meist wird das Thiol durch Abspaltung einer Substitutionsgruppe am
Schwefel im abschlieBenden Reaktionsschritt aus den S-substituierten Kronenethern hergestellt.
Ist eine Anbindung des S-substituierten Kronenethers auf der Goldoberfliche nachzuweisen,
wire der experimentelle Aufwand fiir Synthese und Lagerung der Verbindung im Vergleich
zum Thiol wesentlich geringer.

Es sind zwei prinzipielle Synthesewege aus der Literatur zur Darstellung der 2-(Benzylsulfid)-
18-Krone-6 (Mercaptomethyl-Kronenether) bekannt. Im ersten Syntheseweg wird 2-
Hydroxymethyl-18-Krone-6 als Reaktand eingesetzt [224]. Die enthaltene Hydroxyl-Gruppe
wird in einer nukleophilen Substitutionsreaktion gegen eine Thioether-Gruppe ausgetauscht.
Durch anschlieBende Reduktion erhélt man als Edukt die Mercaptomethyl-Krone.

Beim zweiten Syntheseweg wird von Thioglycerol ausgegangen [216] und in einem nachfol-
genden Schritt die Krone geschlossen. Mercaptomethyl-Kronenethers wird im Syntheseweg 11
hergestellt (Material und Methoden 8.8).

Die Adsorption des Mercaptomethyl-Kronenethers wird auf frisch bedampften Goldschichten
durchgefiihrt. Die Schichtdicke des aufgedampften Goldes liegt bei 100nm. Die Adsorption
erfolgt aus 1mM ethanolischer Losung des Mercaptomethyl-Kronenethers im geschlossenen
Teflongefal fiir 24 Stunden unter Riihren bei RT. Nach der Adsorption wird 3mal mit Ethanol
gewaschen und anschliefend mit Stickstoff trocken geblasen.
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Abb. 50: FT-IRRAS Messung des adsorbierten Mercaptomethyl-Kronenethers auf einem goldbeschich-
teten Glassubstrat und Zuordnung der Banden.

Die Charakterisierung der SA-Schichten erfolgt direkt im Anschluss an die Adsorption mit FT-
IRRAS (Fourier Transformations-Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie). Der strei-
fende Einfall des Lichtes von 83° bietet einen ausreichend groBen Wechselwirkungsquerschnitt,
um molekulare Monolagen zu erfassen. Die experimentellen Details sind dem Kapitel 8.8 zu
entnehmen. Abb. 50 stellt das basislinienkorrigierte Spektrum des auf Gold adsorbierten Mer-
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captomethyl-Kronenethers dar. Nebenstehend sind die Bandenzuordnungen der Schwingungen
aufgefiihrt.

Das Spektrum zeigt, dass auch der S-substituierte Mercaptomethyl-Kronenether als SA-Schicht
auf Gold anbindet. Die Synthese und Anbindung des freien Thiols ist nicht erforderlich. Damit
reduziert sich der Syntheseaufwand und die Verbindung besitzt eine hohere Stabilitdt. Die An-
bindung auf der Goldschicht fiihrt nicht zu einer nachweisbaren Spaltung des Mercaptomethyl-
Kronenethers, da sowohl v,; der C-S-C-Bindung als auch die Schwingungen, die dem aromati-
schen Molekiilteil zuzuordnen sind, im Spektrum auftreten.

4.4.3 Anbindung des Mercaptomethyl-Kronenethers in Polymerporen

STAMOU et al. [230] zeigten die erfolgreiche Adsorption von Octadekanthiol auf Elektroden-
oberflachen, welche vorher mit Photoresist beschichtet und dieses anschlieBend partiell durch
EBL entfernt wurde [230]. Dieses Ergebnis stirkt die hier getroffene Aussage, dass die Metall-
oberfliche eine Adsorption nach dem lithographischem Verfahren prinzipiell zulésst, auch
nachdem sie bereits in Kontakt mit einem Photoresist stand.

Im folgenden wird die Adsorption des Mercaptomethyl-Kronenethers im Bereich der Poren der
PMMA-Matrix untersucht. Da der Porengrund durch den lithographischen Prozess nicht voll-
stindig von Materialresten befreit wird, kann eine Adsorption eines SA-funktionalisierten Che-
latbildners zumindest empfindlich gestort sein. Zusétzlich kann der SA-Prozess unvollstindig
[224, 231] und wenig reproduzierbar ablaufen [232, 233].

Da die Adsorption zur Bildung der SA-Schichten in ethanolischer Losung fiir 24h durchgefiihrt
wird, muss zundchst die Stabilitdt der mikrostrukturierten Polymerschicht unter den Adsorpti-
onsbedingungen gewihrleistet sein. Eine PMMA-Matrix mit Porendurchmessern von 50pm
wird in Ethanol gegeben und im FTIR-Imaging untersucht. FT-IRRAS ist fiir das mikrostruktu-
rierte Sensor-Array aufgrund des streifenden Lichteinfalls nicht mehr zur Charakterisierung
geeignet. Die Charakterisierung in den Mikroporen erfolgt daher mit FTIR-Imaging im Reflexi-
onsmodus. Die Unterscheidung zwischen Poren und der Matrix in den FTIR-Bildern wird durch
eine fuzzy-k-means-Clusteranalyse nach linearer Basislinienkorrektur getroffen. Die Bilder
werden dabei in drei Cluster geteilt: Matrix, Pore und Ubergangsbereich. Fiir die weiteren Aus-
wertungen werden die Zentroid-Spektren der Poren bzw. der Matrix betrachtet.

Durch die Ethanoleinwirkung zeigen sich Verdnderungen im Bereich der v,; C-O-C-
Schwingung. Das Bandenmaximum verschiebt sich sowohl im Bereich der Poren als auch im
Matrix-Bereich um vier Wellenzahlen von ca. 1141 cm™ auf 1137 cm™. Diese Verschiebung ist
selbst durch 12h Tempern bei 180°C nicht reversibel. Die urspriingliche Bandenlage wird nach
Austreiben des Ethanols nicht wieder erreicht (Abb. 51). Welche Prozesse hierfiir verantwort-
lich sind, konnte nicht abschlieBend aufgeklart werden.

Eine Hypothese besteht darin, dass Ethanol mit der Methylestergruppierung des PMMA che-
misch reagiert. Eine Umesterung findet statt, bei der Methanol aus dem Polymergeriist ver-
dringt und durch die jeweilige Ethylestergruppierung ersetzt wird. Die Bestitigung dieser An-
nahme bringt das Vergleichsspektrum des Polymethl-ethylacrylates mit gleicher Kettenldnge
von 950K. Die Synthese dieser Verbindung lag jedoch nicht im Rahmen dieser Arbeit, so dass
eine abschlieBende Klarung der Verschiebung nicht erbracht wird.

Die Adsorption des Mercaptomethyl-Kronenethers erfolgt aus 1mM ethanolischer Ldsung.
Nach der Adsorption wird dreifach mit Ethanol gespiilt, um iiberschiissigen Mercaptomethyl-
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Kronenether zu entfernen. Die Zentroid-Spektren von Poren- und Matrix-Bereichen werden zur
Probe ohne Ethanoleinwirkung referenziert. Die Charakterisierung erfolgt im Valenzschwin-
gungsbereich der C-O-C-Bande (Abb. 52) und der CH-Banden (Abb. 53). Beide Wellenldngen-
bereiche zeigen unterschiedliche Bandenlagen der Spektren nach einer Adsorption des Mercap-
tomethyl-Kronenethers im Vergleich zur Einwirkung des reinen Ethanols. Zusétzlich ist in
Abb. 52 das Spektrum des Mercaptomethyl-Kronenethers auf Gold dargestellt, welches mit FT-
IRRAS aufgenommen wurde. Der Kronenethermolekiilteil zeigt deutliche Banden unterhalb der
C-O-C-Bande der PMMA-Matrix. Die C-O-C-Bande im FTIR-Spektrum besitzt eine leichte
Verschiebung zu geringeren Wellenzahlen im Vergleich zum FT-IRRAS-Spektrum.
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Abb. 51: Einfluss von Ethanol im Bereich der PMMA-Matrix auf die Bandenlage der v,, C-O-C.
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Abb. 52: Mittelwertspektrum im Bereich der v, C-O-C-Bande von adsorbiertem Mercaptomethyl-
Kronenether auf Gold und im Porenbereich der PMMA-Matrix (Zentroid-Spektrum);
Zentroid-Spektrum des Porenbereiches ohne Mercaptomethyl-Kronenether.

Der Valenzschwingungsbereich fiir die C-H-Banden beweist ebenfalls, dass der Mercapto-
methyl-Kronenether in den Poren der Matrix anbindet. Die Spektren in Abb. 53 zeigen deutlich
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andere Bandenlagen. Die aromatische Seitenkette zeigt intensive Signale oberhalb von
3000cm™, bei 2990cm™ und 2947cm™. Im Matrix-Bereich des PMMA kann im Gegensatz zur
Porenregion kein adsorbierter Mercaptomethyl-Kronenether detektiert werden.
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Abb. 53:  Zentroid-Spektren im Valenzschwingungsbereich der CH-Banden von adsorbiertem Mercap-
tomethyl-Kronenether im Porenbereich der PMMA-Matrix und Zentroid-Spektrum des Poren-
bereiches ohne Mercaptomethyl-Kronenether.

Der Chelatbildner bindet innerhalb der Mikroporen der Polymermatrix an. Da restliches Materi-
al in den Poren nicht gleichmiBig verteilt vorliegt, tritt die Thioether-Gruppe nur teilweise mit
der Goldoberflache in Wechselwirkung.

Die Aufkonzentrierung der lonen ist durch eine Modifizierung der Sensor-Arrayoberfldche in-
nerhalb der Mikroporen moglich. Anhand der dargestellten Ergebnisse wird gezeigt, dass SA-
Schichten von Mercaptomethyl-Kronenether Metallionen aus wissriger Losung binden konnen.
Die Bindung des Mercaptomethyl-Kronenethers zum jeweiligen Metallion beeinflusst die die-
lektrischen Eigenschaften der Schicht n,. Aus den Untersuchungen wird ebenfalls deutlich, dass
gerade bei geringen Salz-Konzentrationen die Verwendung einer komplexierenden SA-Schicht
die Nachweisgrenze deutlich absenken kann.

4.4.4 Komplexbildung des adsorbierten Mercaptomethyl-Kronenethers

Welche Ionen gebunden werden konnen, hédngt stark von der RinggroBe des Kronenethers ab.
Fiir 18-Krone-6 ist nachfolgender Vergleich der Assoziationskonstanten bekannt [221]:

Kear ~ Kg > Kegt >> Kna > Kiis,

FEin quantitativer Vergleich, in wieweit die Seitenkette und die Adsorption auf der Metallober-
fliche die Bindungseigenschaften des Mercaptomethyl-Kronenethers im Verhéltnis zum freien
Molekiil in Losung beeinflussen, wird in der vorliegenden Arbeit nicht vorgenommen.
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Nach der erfolgreichen Anbindung des Mercaptomethyl-Kronenethers auf der Goldschicht
bleibt zu klidren, ob eine Komplexbildung der Metallionen durch den Kronenether stattfindet
oder ob die Bindungseigenschaften fiir die Metallionen von der substituierten Seitenkette und
der Nihe zur festen Oberflache beeinflusst werden. Das Ziel weiterer Untersuchungen ist die
SPR-spektroskopische Charakterisierung der Komplexierung und die Quantifizierung der Sensi-
tivitdtserhohung auf die Detektionsmethode durch die lokale Aufkonzentrierung der Ionen in
der SA-Schicht des S-substituierten Mercaptomethyl-Kronenethers.

Die Adsorption des Mercaptomethyl-Kronenethers auf einer Goldschicht wird im Durchfluss
mit einer ImM ethanolischen Mercaptomethyl-Kronenether-Losung durchgefiihrt. Anschlie-
Bend wird mit Wasser gespiilt, bis ein konstanter SP-Resonanzwinkel vorliegt. Der SP-
Resonanzwinkel fiir Wasser wird als Referenzwert genutzt. Beim Uberleiten von wissrigen
Salzlosungen mit ansteigender Metallionen-Konzentration im Bereich von 1mM bis 10mM wird
die Verschiebung des Resonanzwinkels beobachtet.

Zum Vergleich wird eine zweite Probe ohne SA-Schicht mit Salzlosung iiberspiilt. Als Refe-
renzwert fiir die SPR-Messung dient wiederum Wasser. Der Vergleich beider Proben zeigt den
Einfluss des adsorbierten Mercaptomethyl-Kronenethers.

Abb. 54 stellt die Ergebnisse fiir NaCl-, KCl- und CaCl,-Lésungen dar. Der Vergleich der rela-
tiven Verschiebungen der Resonanzwinkel von freier Goldoberflache zur Oberfliche mit adsor-
biertem Mercaptomethyl-Kronenether fiihrt zu der Aussage, dass die Komplexierung in der SA-
Schicht zu einer deutlichen Veridnderung der Signalintensititen fiihrt. Eine Erklarung liefern die
verschiedenen Signalanteile, die die relative Verschiebung des Resonanzwinkels verursachen:

> Die Anderung der Dielektrizititszahl durch die verschiedenen Konzentrationen der Salz-
Losung als homogene Phase {iber der reinen Goldschicht bedingt die Verschiebung des Re-
sonanzwinkels.

> Die Anderung der Dielektrizititszahl der Mercaptomethyl-Kronenetherschicht bildet einen
oberflichennahen Anteil n, (Abb. 49). Die Verschiebung des Resonanzwinkels wird hier-
von dominiert. Ein zweiter Anteil aus der Schicht n; resultiert, wie bei der reinen Goldober-
fliche, aus der Anderung der Dielektrizititszahl durch die Konzentrationsinderung der
Salzlosung. Der geringere Einfluss von n; auf die Verschiebung des Resonanzwinkels resul-
tiert daraus, dass die Feldstirke der SP-Welle exponentiell mit der Distanz zur Oberfléche
sinkt.

Die in Abb. 54 dargestellten Messergebnisse zeigen, dass die relative Verschiebung des Reso-
nanzwinkels bei geringen Salz-Konzentrationen vergleichsweise stirker ist als bei hoheren
Konzentrationen. Eine minimale Konzentration von 0,5mM ist bei allen Proben deutlich mess-
bar.

Fiir die Komplexbildung ist auch der effektive Ionenradius entscheidend. Fiir Na'-Ionen in
Komplexen mit der Koordinationszahl 6 betragt er 102pm [234]. Der komplexierende Molekiil-
teil der 18-Krone-6 bindet die Na'-Ionen nicht in der SA-Schicht. Dieses Ergebnis stimmt mit
dem entsprechenden aus der Komplexbildung in Losungen iiberein [235, 236].
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Abb. 54:

Signalerhdhung

Darstellung der relativen Verschiebung des Resonanzwinkels der SP-Kurven durch wissrige

NaCl-, KCl- und CaCl,-Losungen mit ansteigender Konzentration auf der freien bzw. modifi-
zierten Goldschicht.
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Der Kurvenverlauf fiir die Na'-lonen-Komplexierung zeigt, dass die Dielektrizititszahl in der
SA-Schicht n, konstant bleibt. Die hoheren relativen Verschiebungen bei der freien Goldschicht
lassen sich auf die Tatsache zuriickfiihren, dass die Anderung der Dielektrizititszahl durch die
verschiedenen Salzkonzentrationen direkt an der Goldoberfliche gemessen wird. Im Fall der
adsorbierten Mercaptomethyl-Kronenetherschicht wird der Einfluss der Salzldsung zuriickge-
driingt. Dringen nur sehr wenige Na-Ionen in die SA-Schicht ein, schirmt der Mercaptomethyl-
Kronenether die Verschiebung des Resonanzwinkels ab. Die SA-Schicht wirkt dhnlich einer
,Isolierschicht® fiir die SP-Welle.

Wird eine KCl- oder CaCl,-Losung verwendet, zeigt die relative Resonanzwinkelverschiebung
in Abhingigkeit von der Salzkonzentration der Losung einen deutlich differenten Kurvenver-
lauf.

Bei Konzentrationen unterhalb von 4mM KCI in der Losung ist die Verschiebung des Reso-
nanzwinkels vergleichsweise grofer, als bei der Messreihe ohne SA-Schicht. Es kommt zu einer
Anderung des Brechungsindexes innerhalb der SA-Schicht. Dies ist das Ergebnis einer Kom-
plexbildung von K'-Ionen durch den Kronenether. Die Konzentration an Metallionen ist an der
Oberflache anscheinend groBer als in der Losung. Der Anteil der Verschiebung des Resonanz-
winkels der SP-Welle, der aus der Anderung des Brechungsindexes durch die ansteigende Salz-
Konzentration resultiert, ist durch die abschirmende Wirkung der SA-Schicht vergleichsweise
gering. Die letztlich messbare Verschiebung des Resonanzwinkels ist unter dem Einfluss der
SA-Schicht grofler fiir lonenkonzentrationen unterhalb des Schnittpunktes beider Messkurven.
Es wird eine maximale Erhohung der Sensitivitidt um etwa 20% erreicht.

Ca”"-Tonen zeigen dhnliches Verhalten im unteren Konzentrationsbereich. Die Ca**-Ionen wer-
den ebenfalls vom Kronenethermolekiilteil komplexiert. Dadurch wird auch hier die Dielektrizi-
tatszahl der SA-Schicht unmittelbar in Goldoberflichennédhe erhdht. Es tritt eine Erhhung der
relativen Verschiebung des Resonanzwinkels auf. Der Schnittpunkt der Messkurven fiir die
freie bzw. mit SAM-beladene Goldoberfliche liegt mit ca. 6mM hdoher als im Falle der KCI-
Losungen. Die Erhohung der relativen Winkelverschiebung liegt mit maximal 16% geringfiigig
niedriger als die fiir K'-Ionen erreichbare. Jedoch ist die absolute Winkelverschiebung héher, so
dass letzlich beide Ionenarten zu einer dhnlichen Sensitivitit der SPR-Messung fiihren.

Im Bereich des Schnittpunktes ist der Einfluss beider Anteile (Anderung der Dielektrizititszahl
in der SA-Schicht durch Komplexbildung und Anderung der Dielektrizititszahl in der Lésung
durch unterschiedliche Ionenkonzentrationen) gleich grof.

Bei Salzkonzentrationen, die oberhalb des Schnittpunktes der jeweiligen Messkurven liegen,
steigen die Kurven fir K'- und Ca*-lIonen weniger stark an. Die Mercaptomethyl-
Kronenetherschicht ist gesittigt. Sie wirkt abschirmend. Der Signalanteil, der aus der Anderung
der Dielektrizititszahl durch die steigende Salzkonzentration resultiert, bestimmt den weiteren
Anstieg der Kurve.
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Zusammenfassend zeigen die Arbeiten zur Verbesserung der Sensitivitét der optischen Detekti-
on durch Verwendung einer SA-Schicht von Mercaptomethyl-Kronenether:

> Im Jonenkanalsensor-Array verteilen sich die durch das aktivierte Kanalprotein hindurch-
stromenden lonen nicht mehr gleichmaBig liber das gesamte Porenvolumen, sondern wer-
den an der Goldoberfliche aufkonzentriert. Zur Aufkonzentrierung wird eine SA-gebundene
Thioetherschicht in den Mikroporen adsorbiert, die so funktionalisiert ist, das sie Metallio-
nen selektiv bindet.

> Es wird eine Sensitivitdtssteigerung bei gleichem Sensorprinzip und gleicher Detektions-
methode beobachtet. Das Messsignal wird um 20% gesteigert.

> Die Verwendung der komplexierenden SA-Schicht verringert den Einfluss des Porenvolu-
mens und seiner Irregularititen auf die SPR-Imaging-Messung.

Zukiinftig besteht mit Hilfe von maBgeschneiderten Chelatbildnern die Moglichkeit lonenarten
in den Mikroporen zu unterscheiden, in Mischungen quantitativ zu erfassen und die Nachweis-
grenze noch weiter abzusenken. Dazu werden in verschiedenen Poren verschiedene Chelatbild-
ner adsorbiert bzw. Gemische von Chelatbildnern mit unterschiedlicher Metallionenselektivitét
der Komponenten.

Somit schalten Ionenkandle gleicher Art iiber den unterschiedlich selektiven Chelatbildnern,
und es kann das Verhiltnis der durchstromenden Ionen untereinander bestimmt werden. Im
Unterschied zur integralen Messung mittels SPR-Imaging ohne SA-Chelatbildner kann mit die-
sem Sensoraufbau die Selektivitit von Kationenkanélen bestimmt werden.

Neben der Auswahl der komplexierenden Funktionseinheit bestimmen auch Art, Linge und
Anzahl der Seitenketten, die die Verbindung zur oberflichenadsorbierenden Gruppe herstellen,
die resultierende Winkelverschiebung der SPR-Funktion. Dies geschieht durch den einstellbaren
Abstand der Assoziation des Kations zur Metalloberflache. Durch besondere Anordnung der
SA-gebundenen Molekiile auf der Sensoroberfliche konnte die integrale Affinitidt der Chelat-
bildnerschicht gesteigert werden (vgl. Sandwich-Metall-Komplexe in [217]). Sperrige komple-
xierende Funktionseinheiten konnten durch Verwendung unterschiedlich langer Seitenketten in
einer Art dreidimensionalem Schichtsystem verdichtet werden. Ein &hnlicher Effekt lésst sich
erreichen, wenn eine S-Gruppierung zwei unterschiedlich lange Seitenketten mit komplexieren-
der Funktionseinheit triige.

Auch die Anbindung des Chelatbildners auf der Metalloberfldche kann variiert werden. Hierbei
konnten Fragen zur Lagerfahigkeit, der Haltbarkeit oder auch Regenerier- bzw. Recyclebarkeit
des Sensor-Arrays beleuchtet werden.
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5  Lipiddoppelschichten auf der Polymermatrix

Die Grenzfldche zwischen Lipidschicht und Polymermatrix entscheidet iiber die Ausbildung
einer LDS und deren Haltbarkeit. Die Wechselwirkungen zwischen Lipid und Matrix kénnen
gezielt beeinflusst werden. Bei einer Verdnderung der chemischen Zusammensetzung des Li-
pids zur Verstirkung der adhésiven Kréfte zur Matrix muss stets die verdnderte Wechselwir-
kung zum lonenkanal beriicksichtigt werden.

Als membrangebundener Ionenkanal behidlt der nAChR seine Funktionsfihigkeit nur, wenn er
in eine komplex zusammengesetzte LDS integriert wird. In stark aufgereinigten Phosphatidyl-
cholinen zeigt er keine Aktivitdt mehr [237]. Wird zum Aufbau der LDS ein speziell aufbereite-
ter Lecithin-Extrakt der Soja-Bohne, Lipoid S75, verwendet, konnte die Kanalaktivitit nachge-
wiesen [11]. Das Lipoid S75 enthélt einen Phosphatidylcholinanteil von ca. 70%. Anteile an
Phosphatidylethanolamin bzw. Lysophosphatidylcholin sind mit 7-10% bzw. max. 3% angege-
ben. Neben den Phospholipiden konnen laut Hersteller (Lipoid KG, Ludwigshafen) bis zu
15% Glycolipide enthalten sein. Hauptkomponenten der Fettsduren sind Palmitinséure, Stearin-
siure, Linol- und Linolensiure und Olsiure. Neben der komplexen Zusammensetzung des Li-
pids, spielt der Gehalt an Cholesterol (Chol) eine wichtige Rolle fiir den Erhalt der Proteinakti-
vitdt [238]. Das Chol erhoht gleichfalls die Stabilitdt der LDS [239]. Weitere Untersuchungen
werden daher mit einer Lipidzusammensetzung von Lipoid S75 und einem Chol-Anteil von
70:30 durchgefiihrt. Die Losungskonzentration des Lipids betragt 15mg/ml.

5.1 Lipidmembran-Modelle auf poriosen Trigern

Um die Zellmembranen mit kiinstlichen Membran-Modellen nachzubilden, miissen folgende
strukturellen und dynamischen Merkmale der Zellmembran erhalten bleiben:

= Ausbildung einer LDS

= laterale Mobilitdt von Membrankomponenten, wichtig fiir Transportprozesse und Integ-
ration bzw. Anbindung membranassoziierter Proteine [240],

»  Fluiditit beider Lipidmonoschichten, wichtig unter Stressbedingungen, wie Tempera-
tur- oder Druckverdnderungen [240],

» Bioaktivitdt von Membranproteinen [241],

= Robustheit, Langzeitstabilitdt und hohe Impermeabilitit fiir viele Substanzen, insbeson-
dere Metallionen [242].

Das Vorhandensein der vorgenannten Merkmale entscheidet iiber die biologische Relevanz des
Modells bei der Sensorentwicklung.

Ein Membran-Modell mit hoher biologischer Relevanz ist die freistehende Lipidmembran
(engl. - black lipid membrane BLM). In hydrophoben Aperturen [243, 244] mit Durchmessern
von 1um bis Imm wurde eine LDS aufgespannt (Abb. 55A). Die Lipidschicht bildet trigerseitig
einen Lipidmeniskus aus [245]. Die Integration und Funktionsféhigkeit von Ionenkanédlen wurde
nur im Bereich der LDS beobachtet [246, 247]. Losemittelmolekiile aus dem Bereich des Me-
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niskus” kdnnen den Ionenkanal deproteinieren [11]. Die wenig reproduzierbare Herstellung und
die geringe Stabilitdt der BLM verhindern einen automatisierten, technischen Einsatz im Bio-
sensor oder in Hochleistungsscreening-Assays [248].

Um die Stabilitdt und Robustheit der BLM zu erhdhen, wurden sie auf einem festen Trager auf-
gelegt [249, 250, 251] oder chemisch mit Hilfe von Kopplungssubstanzen angebunden (tethered
pore spanning— tp-LLDS) [252, 253]. Auf der Trégerseite existierte damit kaum ein Fliissigkeits-
reservoir [254]. Falls Membranproteine iiberhaupt in diese LDS integriert werden, treten mit
dem Tréager bzw. den Kopplungssubstanzen Wechselwirkungen auf, die das Protein vergiften
[255] oder die laterale Mobilitit des Lipids herabsetzen. Allerdings wird die hohe Stabilitét
dieser Membran-Modelle derzeit nur von den Zellmembranen selbst iibertroffen. ROMER et al.
verOffentlichten in [248] Untersuchungsergebnisse zu poreniiberspannenden Lipidschichten,
wobei die Lipidschicht im Kontaktbereich mit einer Siliziumoberfldche iiber Gold und Thiolipi-
de angebunden wird. Es entsteht eine Hybridmembran (Abb. 55B), deren Stabilitdt mehrere
Stunden betrégt [254, 256]. Bei Hybridmembranen liegt nur im Bereich der Apertur eine LDS
vor. Die Eigenschaften der Lipidschicht dndern sich im Porenrandbereich sprunghaft. lonen-
strome konnten bisher nur mit synthetischen lonenkandlen gemessen werden [257]. Alternativ
zur chemischen Anbindung kann elektrostatische Wechselwirkung genutzt werden (Abb. 55C).
Durch den Gléattungseffekt der Kopplungssubstanz wird eine Haltbarkeit bis zu 100h erzielt
[258]. Zur Integration von Proteinen in diesem Modell wurden bisher keine Ergebnisse verof-
fentlicht.
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5.2 Auswahl der poreniiberspannenden Lipiddoppelschicht

Membran-Modelle, die den Funktionsverlust der integralen Membranproteine bewirken bzw.
deren Integration grundsitzlich ausschliefen, scheiden bei der Konzeption des Ionenkanalsen-
sor-Arrays aus. Ein Vergleich biologisch relevanter Merkmale der Apertur-iiberspannenden
Membran-Modelle, die Bildungswahrscheinlichkeit und voraussichtliche Stabilitit der erzeug-
ten LDS entscheiden iiber den Einsatz im lonenkanalsensor-Array (Tabelle 7).

Tabelle 7:  Verschiedene Membran-Modelle und deren biologisch relevante Eigenschaften
(Kategorien: ++ sehr gut, + gut, - ausreichend, - - schlecht);
*  Abschétzung des Merkmals vorgenommen)

Merkmale im chemisch-
- BLM Hybridmembran angebundene p-LDS
Porenbereich
tp-LDS
Impermeabilitat ++ .- .. ++
laterale Fluiditét ++ = == (++)  [240]"
Robustheit -- ++ + + +
Langzeitstabilitat -- ++ + (+) [261]
Ausbildung einer LDS = o & ++
Funktion integrierter Proteine ++ -- -- (++) [262]

Das Modell der p-LDS liefert von den bisher publizierten Membran-Modellen voraussichtlich
eine Lipidschicht mit biomimetischen Eigenschaften bei hoherer Stabilitdt im Vergleich zur
BLM. Die chemische Zusammensetzung soll sich bis auf die Proteinanteile der natiirlichen Li-
pidmembran weitgehend anndhern. Damit wird ermdglicht, dass Eigenschaften wie laterale
Fluiditat und Impermeabilitit der LDS weitgehend unbeeinflusst bleiben.

Fiir den Einsatz der p-LDS im Sensor-Array spricht auch ein einfacher Schichtaufbau aus Tra-
ger und Lipidschicht ohne zusitzliche haftvermittelnde Schichten. Membranproteine kdnnen im
Bereich der iiberspannten Poren in die LDS integriert werden. Weil die Wechselwirkung mit
einem festen Trager und der Kontakt zu Losemittelmolekiilen vermieden werden kann, behalten
Sie ihre Funktionsfahigkeit. Auf beiden Seiten der LDS befindet sich ein Fliissigkeitsreservoir,
das die hydrophilen Bereiche des lonenkanals umgeben kann. Neben den bestétigten Eigen-
schaften besitzt die p-LDS ein hohes Potenzial zur Verbesserung bisher nur abgeschétzter Ei-
genschaften, z.B. der Robustheit der aufgespannten LDS (mit * gekennzeichnete Eigenschaften
in Tabelle 7). Aus den vier Membran-Modellen wird daher die p-LDS fiir die Entwicklung des
Ionenkanalsensor-Arrays ausgewéhlt.
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5.3 Lipidvertriglichkeit der PMMA-Stege

Die Wechselwirkung der festen Polymermatrix mit dem Lipid muss zum Einen eine gute An-
bindung des Lipids gestatten, um eine ausreichende Stabilitdt der p-LDS zu erreichen. Zum
Anderen sollten die Eigenschaften der Lipidschicht durch den Triger nicht verdndert werden.
Aus der Literatur sind als geeignete Tragermaterialien bisher Glas [263, 264], Proteine [265],
leitende und nichtleitende Polymere bekannt [241, 266]. Die Verbessung der Substrathaftung
kann auch hier durch elektrostatische Wechselwirkung von zugesetzten geladenen Lipidkompo-
nenten mit den Oberflachenladungen des Substrates erfolgen [267].

Zur Charakterisierung der p-LDS wird in der
vorliegenden  Arbeit die Fluoreszenz-

. . . . OO OH
Mikroskopie eingesetzt. Sie gestattet die
Detektion des aufgespannten Lipids auf der [ N-co F
PMMA-Matrix und deren Qualitdt, insbe- o:iv):o CH
sondere der Defekthdufigkeit im Bereich der S
Poren und des festen Trigers. Auch die
Schichtdicke der Lipidschicht kann bewertet o Q9 o

werden. Zur Fluoreszenzmarkierung wird
das Fluorophor Marina Blue® DHPE (1,2-
Dihexadecanoyl-sn-glycero-3-

Phosphoethanolamin) eingesetzt, weil es
auch bei neutralem pH-Wert noch eine star-
ke Fluoreszenz zeigt. Die fluorophore Grup-
pe wird iiber die Phosphoethanolamingrup-
pierung ans Lipid gekoppelt. Der fluoreszie-
rende Molekiilteil ragt aus der Lipidschicht
heraus. Die Stérung der Packungsdichte der

Lipidmolekiile durch den Fluoreszenzmarker
Abb. 56: Strukturformel des Fluoreszenz-
markers Marina Blue® DHPE

Verwendung von Markern, die sich inner- (Anregungs-/Emissions-maximum
halb der Lipidschicht befinden [268]. 365nm/460nm)

ist damit wesentlich geringer als bei der

Der Fluoreszenzmarker Marina Blue® DHPE ist sensitiv fiir Membraneigenschaften, wie die
Lipidfluiditit, laterale Doménenbildung und Strukturverdnderungen durch Proteine [269]. Auf
einer PMMA-Mikrostruktur (PMMA 950K) mit Porendurchmessern von 10um wird unter Rin-
ger-Pufferlosung die fluoreszenzmarkierte Lipid-Losung mit der Pinseltechnik aufgestrichen. Es
wird eine Vesikelbildung des Lipids beobachtet. Die Vesikel befinden sich insbesondere im
Bereich der Mikroporen. Mit der Pinseltechnik liel sich keine p-LDS auf der PMMA-Matrix
aufspannen. Die Vesikelbildung kann einerseits durch die Oberflacheneigenschaften der Poly-
mermatrix hervorgerufen bzw. andererseits durch die Auftragetechnik ausgelost werden.

Um die Lipidvertrdglichkeit der Matrixoberfliche zu testen, wird auf einer PMMA-Schicht,
zundchst ohne Mikrostruktur, in Ringer-Pufferlosung jeweils eine definierte Menge fluores-
zenzmarkierte Lipidmischung mit der Pinseltechnik aufgetragen und auf einer weiteren PMMA-
Schicht aus einer Kapillare 5ul der Lipidmischung abgesetzt. Die fluoreszenzmikroskopische
Charakterisierung der jeweils erzeugten Lipidschichten auf dem PMMA zeigt Abb. 57.
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Abb. 57:  Fluoreszenzaufnahme des markierten Lipids (3% Marina Blue*DHPE) auf PMMA A) mit der
Pinseltechnik (200fache VergroBerung) und B) mit einer Kapillare (100fache Vergroferung)
aufgetragen.

In Folge beider Auftragsmethoden zeigt sich eine Vielzahl von Vesikeln unterschiedlicher Gro-
Be. Die Vesikelbildung auf der PMMA-Schicht rithrt demnach nicht aus der mechanischen Be-
anspruchung des Lipids beim Auftrag mit dem Pinsel her. Da beim Ausfluss aus der Kapillare
keine Verwirbelung auftritt wie zwischen den Pinselhaaren, bestérkt die Vesikelbildung bei
dieser Auftragsmethode die Hypothese, dass die Wechselwirkung zwischen PMMA und Lipid
zu keiner festen Haftung fiihrt. Dafiir spricht ebenfalls, dass sich auch nach einer Stunde noch
keine Verdanderung in der VesikelgroBBe oder -anzahl zeigt. Eine Aufschmelzung der Vesikel
untereinander oder mit der Matrixoberfldche ist nicht zu beobachten.

Da das Lipid als amphiphiles Molekiil sich mit der polaren Kopfgruppe in Richtung Pufferme-
dium ausrichtet, versucht es seine Oberfldche, die mit dem PMMA in Kontakt tritt, tiber Vesi-
kelbildung zu minimieren.

Da sich keine stabile, homogene Lipidschicht an der Grenzfliche PMMA/Puffer auftragen lasst,
ist PMMA als Polymermatrix fiir die p-LDS im lonenkanalsensor-Array nicht geeignet.

Resultierend aus den bisherigen Untersuchungen muss deshalb eine Strategie entwickelt wer-
den, die eine Adhésion der polaren Kopfgruppen des Lipids auf der Polymermatrix zuldsst. Die
Hydrophilie des Polymers muss eine wenige Nanometer dicke Wasserschicht zulassen, um das
Lipid zu tragen ohne die Doppelschichtstruktur zu zerstoren. Verfahrensstrategien sind:

> Durch chemische/physikalische  Oberflichenmodifikation koénnen die hydrophi-
len/hydrophoben Eigenschaften der PMMA-Schicht verdndert werden.

> Das Aufbringen einer weiteren Schicht mit den gewiinschten Oberflicheneigenschaften auf
die PMMA-Schicht vermittelt die Adhision des Lipids.

> Verwendung eines hydrophileren, mikrostrukturierbaren Polymers.
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5.3.1 Oberflichenmodifizierung von PMMA

Neben den Benetzungseigenschaften der PMMA-Matrix gegeniiber einer Pufferlosung, die fiir
die vollstindige Fiillung der Mikroporen entscheidend ist, spielt die Adhésion zu den polaren
Kopfgruppen des Lipids eine wichtige Rolle fiir die Stabilitdt der p-LDS. Um die Vesikelbil-
dung des Lipids auf der Oberflache zu verringern, muss die Hydrophilie der PMMA-Oberflidche
erhoht werden. Daraus resultiert eine Steigerung der Lipidvertriglichkeit.

Fiir viele technische Anwendungen bietet die Plasmabehandlung von Polymeroberflachen eine
einfache Moglichkeit, gezielt die Oberflicheneigenschaften zu verdndern [270]. Modifiziert
werden chemische Funktionalititen an der Oberflache, das Benetzungsvermdgen, die Adhésons-
fahigkeit, die Mikrorauhigkeit und der energetische Zustand der Oberflache [271, 272].

Sauerstoff- oder auch Luft-Plasmabehandlung wird eingesetzt, um PMMA-Oberflichen zu
hydrophilisieren [273]. Verschiedene sauerstoffhaltige funktionelle Gruppen werden in die
oberflachennahen Schichten eingebracht [274, 275]. Die Prozesse zur Verdnderung der Benet-
zungseigenschaften sind insgesamt sehr komplex und nicht vollstdndig verstanden [276]. Dar-
aus ergibt sich, dass die Anderung der Benetzungseigenschaften nicht vollstéindig theoretisch
vorhersagbar ist, sondern in Versuchen getestet werden muss. Auch die Oberflachenrauhigkeit
nimmt durch die Plasmabehandlung zu [174]. Die damit verbundene Erhéhung der freien Ober-
flichenenergie tragt zum Effekt der Verdnderung der Benetzungseigenschaften zusitzlich bei.

Zum Vergleich wird eine zweite Probe ohne SA-Schicht mit Salzlosung iiberspiilt. Als Refe-
renzwert flir die SPR-Messung dient wiederum Wasser. Der Vergleich beider Proben zeigt den
Einfluss des adsorbierten Mercaptomethyl-Kronenethers.

Deshalb wird die Anderung der Benetzungseigenschaften der PMMA-Matrix durch ein Luft-
plasma durch Kontaktwinkelmessungen bestimmt. Abb. 58 stellt die gemessenen Kontaktwinkel
von Wassertropfen (20pul) auf ausgewahlten Oberflichen dar.
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Abb. 58: Kontaktwinkelmessungen mit Standardabweichung auf trockenen bzw. gequollenen Oberfla-
chen.

Glas wird als Routinetrdgermaterial fiir Lipidschichten eingesetzt und ist deshalb in die Mes-

sung einbezogen worden. Mit einem Kontaktwinkel von 47° £2° zeigt es hydrophile Oberfla-
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cheneigenschaften. Fiir eine unbehandelte PMMA-Schicht wird ein Kontaktwinkel zu Wasser
von 72° £1° gemessen. Wirkt ein Luft-Plasma fiir 2min bzw. 4min bei RT auf die PMMA-
Schicht ein, verringert sich der Kontaktwinkel mit der Wirkungsdauer des Plasmas. Die Ober-
flichenmodifizierung verstiarkt die Hydrophilie des PMMA. Allerdings spiegelt die Standard-
abweichung von 9° des Messwertes nach 4min im Plasma auch die hohe Oberflichenrauhigkeit
der Probe wider. Die Standardabweichung bei Kontaktwinkelmesssungen ist umso geringer, je
glatter die Oberfléche ist.

Eine hohe Oberflichenrauhigkeit beeinflusst die Erzeugung einer homogenen, stabilen Lipid-
schicht nachteilig. Von den hydrophilen Oberflicheneigenschaften der PMMA-Schicht lésst
sich deshalb nicht direkt auf das Benetzungsverhalten mit Lipid schlieBen. Die Hydrophilie-
Lipophilie-Balance des Trigers bestimmt die Adhdsion und das Selbstorganisationsverhalten
des Lipids [277].

Abb. 59:  Fluoreszenzaufnahmen der Lipidschicht in Pufferlosung auf PMMA. Das PMMA wurde je-
weils 1min, 2min bzw. 4min einem Luftplasma ausgesetzt (VergroBBerung: 200fach).

Abb. 59 zeigt, wie die Lipidvertraglichkeit der modifizierten PMMA-Oberflichen mit der Pin-
seltechnik und fluoreszenzmarkiertem Lipid in Pufferldsung bestimmt wird. Nach einer Plas-
mabehandlung von einer Minute zeigen sich bei 200facher VergoBerung bereits tendenziell
grofere, fadenformige Lipid-Vesikel im Vergleich zur unbehandelten PMMA-Oberfléche. Ver-
langert sich die Plasmabehandlung um eine weitere Minute, sind in der mittleren Fluoreszenz-
aufnahme bereits groflere Bereiche mit einer Lipidschicht {iberzogen. Bei vier miniitiger Plas-
mabehandlung ist das PMMA-Oberflidche so veridndert, dass das Lipid die Oberfliche groBfla-
chig bedeckt. Die Intensititsunterschiede im Fluoreszenzsignal weisen auf unterschiedliche
Schichtdicken der Lipidschicht hin. Neben der Schichtdickeninhomogenitit weist die Lipid-
schicht viele kleine Defektstellen und teilweise groBere lipidfreie Bereiche, wie in Abb. 59
(rechts) angedeutet, auf. Die Defekthaufigkeit wird durch die Erhohung der Oberfldchenrauhig-
keit erhoht [174]. Die Ausbildung und die Stabilitéit der p-LDS werden damit auf der plasmabe-
handelten Polyxmermatrix nachteilig beeinflusst.

Eine weitere zeitliche Verldngerung der Plasmabehandlung wird nicht durchgefiihrt, da der
Schichtabtrag der PMMA-Schicht deren Hydrophilisierung liberwiegt.
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5.3.2 Lipidvertriglichkeit von Biopolymeren

Die Suche nach einem geeigneteren Trédgermaterial zur Beschichtung der PMMA-Matrix be-
ginnt bei Materialien, die als Trdgermedium fiir Zellen getestet wurden [278]. Vielfach erfolg-
reich eingesetzt werden sogenannte Biopolymere mit hydrophilen Eigenschaften [279]. Einige
ausgewihlte hydrophile Biopolymere zeigen hervorragende adhdsive Eigenschaften auf Zell-
membranen, insbesondere beim Anwachsen der Zellen an Oberflichen [280, 281]. Neben den
als Trager hédufig eingesetzten Glasoberflachen weisen hier insbesondere die Biopolymere Aga-
rose und Chitosan (Abb. 60) eine gute Membranvertraglichkeit auf [282].
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Abb. 60: Strukturformel von Chitosan.

Zur Abschitzung der Lipidvertraglichkeit wird die Bestimmung des Kontaktwinkels des Tra-
gers zu einem 20ul-Wassertropfen gemessen. Die Herstellung der modifizierten Trigerschich-
ten erfolgt, indem eine heifle, wissrige Agarose-Losung bzw. eine essigsaure Chitosan-Losung
auf einer PMMA-Schicht ohne Mikrostrukturen mittels Spin-coating aufgetragen wird (An-
hang 7.7). Die PMMA-Schichten werden vor der Beschichtung mit dem Biopolymer fiir 1min
einem Luftplasma ausgesetzt, um die Haftung der Biopolymerschicht zu gewahrleisten.

Fiir die verschiedenen Trigermaterialien wird ein Vergleich von gequollener zu nicht gequolle-
ner, trockener Schicht angestellt (Abb. 61).
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Abb. 61: Kontaktwinkelmessungen mit Standardabweichung auf trockenen bzw. gequollenen Oberfla-
chen.

Fiir die Biopolymere Agarose und Chitosan gilt, dass die gequollene Oberfliche wesentlich
hydrophiler als die getrocknete Schicht ist. Im Vergleich zum PMMA sind die gequollenen
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Schichten hydrophiler. Die Verringerung des gemessenen Kontaktwinkels und damit die Erho-
hung der Hydrophilie der Oberfliche im Vergleich zur PMMA-Oberflédche ist fiir agarosebe-
schichtete Oberflichen groBer als fiir chitosanbeschichtete Oberflichen. Der Kontaktwinkel
wird auf gequollenen Agaroseschichten im Mittel mit 58°+6° und auf Chitosan mit 63°£3° be-
stimmt. Der geringere Kontaktwinkel ist bei den Agaroseschichten mit einer doppelt so groflen
Standardabweichung im Vergleich zu den Chitosanschichten verbunden.

Zur Charaktersierung der Lipidvertrdglichkeit werden die Oberflichen 24h vor dem Lipi-
dauftrag in Ringer-Puffer bei RT vorkonditioniert, so dass ein Quellen der Schichten gewéhr-
leistet wird. Der Lipidauftrag erfolgt mittels Pinseltechnik und mit einer Kapillare. Beide Auf-
tragsverfahren fithren zu vergleichbaren Ergebnissen.

A) B)

Abb. 62:  Fluoreszenzaufnahme von Marina Blue® DHPEmarkiertem Lipid auf A) Glas B) Agarose und
C) Chitosan mit der Pinseltechnik aufgetragen (VergroBerung: 200fach).

In Abb. 62 ist zu erkennen, dass sich sowohl auf Glas, Agarose als auch auf Chitosan stabile
Lipidschichten erzeugen lassen. Auf den Glas- und Agarose-Oberfldchen weis die Lipidschicht
Lochdefekte auf und stort die Homogenitit der Schichten. Die Agaroseschicht zeigt zusétzlich
wellenartige Inhomogenititen. Ob diese aus UnregelméBigkeiten der Agarose-Oberfliache her-
riihren oder auf ungleichméfige Lipidschichtdicken zuriickzufiihren ist, konnte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nicht nachgewiesen werden. Die Chitosan-Oberfldchen zeigen hingegen
eine vollstindige und homogene Bedeckung der gequollenen Oberflaichen. Die Lipid-
vertraglichkeit ldsst sich daher nicht nur mit der Hydrophilie der Oberflache erkléren.

Die hohe Lipidvertraglichkeit des Chitosans wird zum Einen damit erklért, dass es durch sein
Quellvermogen einen sehr hohen Anteil an Oberflichenwasser bindet. Die Grenzfliche zum
Lipid liegt gelartig vor. Storungen durch die Oberflachenrauhigkeit sind damit wahrscheinlich
gering. Zum Anderen besteht eine elektrostatische Wechselwirkung mit dem Lipid. Chitosan
besitzt eine primére Amingruppe pro Untereinheit (Abb. 60), die bereits im schwach sauren pH-
Wertbereich protoniert vorliegt. Die Hauptkomponenten der Membranlipide, wie Phosphatidy-
lethanolamin und Phosphatidylcholin sind Phospholipide. Sie tragen damit mindestens eine
negativ geladene Phosphat-Gruppierung an der Kopfgruppe des Lipidmolekiils. Die anziehende
Wirkung beider geladener Gruppen tragt offensichtlich zu einer verstérkten Lipidadhésion bei.
Eine Herabsetzung der Membranfluiditit und damit die negative Beeinflussung der biomimeti-
schen Eigenschaften von LDS wurde bisher nicht beobachtet [283].

Eine Erweiterung des Schichtaufbaus der Polymermatrix um den Chitosanfilm konnte nur er-
zielt werden, wenn die Chitosanschicht auf die bereits erzeugte Mikrostruktur mittels Spin-
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coating aufgebracht wird. Wahrend der Beschichtung darf keine Chitosan-Ldsung in die Poren
eindringen, um die Sensitivitdt im SPR-Imaging nicht zu verringern. Die nachtrigliche Be-
schichtung {iber das Spin-coating vermindert den Kontrast im SPR-Bild nicht, was darauf
schliefen lésst, dass mit diesem Verfahren im Gegensatz zum Dippen oder dem Pinselauftrag
keine Materialabscheidung in den Poren stattfindet.

Fiir die weitere Entwicklung am Sensor-Array wird deshalb zur Erhdhung der Lipidvertréglich-
keit eine Chitosanschicht auf die PMMA-Oberflache aufgebracht.

5.4 Priparation und Charakterisierung der p-LDS

Das Auftragsverfahren fiir das Lipid soll gewéhrleisten, dass kein Lipid in die Mikroporen ein-
getragen wird. Die Lokalisierung der Lipidschicht in den Poren soll {iber das gesamte Array
anndhernd gleich sein. Als optimal stellt sich eine Position am oberen Rand der Mikroporen dar,
da durch die Porentiefe ausreichend Raum fiir hydrophile Proteinbereiche bleibt, die iiber die
LDS hinausragen. Ein Auftragen des Lipids ist aufgrund der Sensorgeometrie nur von einer
Seite moglich.

In der Literatur sind fiir den Lipidauftrag auf festen Trdgern folgende Auftragsverfahren be-
schrieben:

= Streichtechnik

Mit einem Pinsel [247] oder Stibchen [256] wird das in Losemittel geloste Lipid auf dem festen
Tréager aufgestrichen. Die entstandenen Lipidmultischichten diinnen sich durch das Spriten des
Lipids und die Selbstorganisation auf der Oberflaiche zur LDS aus [254]. Die Erginzung der
Methode durch ein Ausfrieren/Auftauen nach dem Lipidauftrag verringert den Losemittelanteil
in den Lipidschichten [284, 285].

=  Spin-coaten

Eine Lipidlosung wird auf den Trager aufgetropft. Das Spin-coaten bei geringen Winkelge-
schwindigkeiten unterstiitzt das Spriten auf dem festen Triger. Die Multischicht wird zur LDS
ausgediinnt [263]. Die Lipidschichten sind nicht 16semittelfrei und weisen grofle Defektdichte
auf [286].

=  Aufschmelzen von Vesikeln

Lipidvesikel verschiedener GroBen lassen sich beispielsweise durch Extrusion [287] oder Ultra-
schall [288] erzeugen. Auf einer geeigneten Oberfliche fusionieren die Vesikel und bilden Li-
pidschichten aus. Die Lipischichten sind als LDS ausgebildet, weisen aber meist Lochdefekt-
stellen auf, an denen kein Vesikel fusionierte [289]. Die Erhohung der Anzahl der abgeschiede-
nen Vesikel flihrt zur Schichtdickeninhomogenitét [290].

= Langmuir-Blodgett-Technik (LB-Technik)

Die Technik nutzt den Effekt, dass sich amphiphile Molekiile an einer Grenzschicht Was-
ser/Luft ausrichten [291, 292]. Der feste Triger wird durch die Grenzschicht gefiihrt, wobei die
Amphiphile von der Grenzschicht auf den Triger iibertragen werden. Fiir Lipide lassen sich
geordnete Lipidmonolagen iibertragen. Die Auftragetechnik fiihrt zu 16semittelfreien LDS auf
dem Triger. Eine Abwandlung der Technik nutzt die Ubertragung einer Monolage Lipid auf
den Trager und anschlieBende Kombination mit der Vesikelaufschmelzung zur Generierung der
zweiten Monolage zur LDS [289].
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Die Anwendung der beschriebenen Auftragetechniken auf der mikrostrukturierten Sensor-
Arrayoberfldche zeigen beispielsweise bei der Streichtechnik, dass sich Poren iiberspannen las-
sen, aber in den Poren Lipidvesikel abgeschieden werden. Sowohl im Phasenkontrast-Bild als
auch in der Fluoreszenzaufnahme sind die Lipidvesikel am Porengrund deutlich sichtbar. Das
Spin-coaten des Lipids fiithrt zum Fiillen der Poren mit Lipidlésung am Auftropfort.

Ein Aufschmelzen von Vesikeln auf der mikrostrukturierten Oberfldche erfordert Vesikel-
durchmesser, die groBer als die Porendurchmesser sind. Es eignen sich nur Riesenvesi-
kel [290, 295], die iiber den Poren mit dem Trager fusionieren und nicht in die Mikroporen ge-
langen konnen. Weil die Herstellung der Riesenvesikel mit einer grof8en Polydispersion der
VesikelgroBe verbunden ist, wurde die Auftragetechnik nicht untersucht, sondern nur zur Voll-
standigkeit aufgefiihrt.

Die Untersuchungen zur Eignung der LB-Technik zeigen, dass beim Ubertragen der Lipid-
schichten diese in die Poren gedriickt werden, so dass zwar homogene LDS entstehen, diese
aber die Mikroporen auskleideten [293].

Keine der getesteten Auftragetechniken erzeugt eine iiber den Mikroporen aufgespannte LDS.
Insbesondere Vesikel bzw. abgeschiedenes Lipid in den Poren verringern grundsétzlich die
SPR-Sensitivitdt. Deshalb muss eine Auftragetechnik entwickelt werden, die die Nachteile der
bisher getesteten Verfahren liberwindet.

5.4.1 Aufstempeln der poreniiberspannenden Lipiddoppelschicht

Abb. 63 zeigt, wie mit einem Stempel Lipid auf eine mikrostrukturierte Oberflidche iibertragen
werden kann [294]. Dazu wird Lipid aus einer Losung aufgenommen. Die Oberflache des
Stempels muss hydrophile Eigenschaften zeigen und ein Lipidreservoir aufweisen.

Abb. 63: Aufstempeln der Lipidschicht und Ausdiinnen zu einer p-LDS.

Durch die Selbstorganisation des Lipids bildet sich auf der Stempeloberflache eine geordnete
Lipidschicht aus. Die Mikroporen werden mit Pufferlosung gefiillt und der lipidbeladene Stem-
pel auf die ebenfalls hydrophile Sensor-Arrayoberfliche aufgesetzt. Bei aufgesetztem Stempel
erfolgt weitere Zugabe von Puffer und schlielich ein Abheben des Stempels. Da die Oberfla-
chenrauhigkeit des festen Tragers die Ausbildung der p-LDS empfindlich stort, gleichen Lipid-
molekiile aus dem Reservoir diesen Mehrbedarf an Lipidmolekiilen aus. Das Abheben des
Stempels soll keine Verwirbelungen erzeugen. Ein langsames Abkippen der Stempeloberfliche
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fiihrt zu poreniiberspannenden Lipidschichten auf dem Sensor-Array. Eine Vorkonditionierung
der Trigeroberfliche ist bei der Stempeltechnik nicht notwendig. Eine Ubersicht der Ergebnisse
fiir die erzeugten Lipidschichten mit den verschiedenen Auftragsmethoden zeigt Tabelle 8.

Tabelle 8: Vergleich der Auftragetechniken auf dem mikrostrukturierten Sensor-Array
(Kategorien: ++ sehr gut, + gut, - ausreichend, - - schlecht)

Eigenschaft/Verfahren Aufstreichen Spin-coating LB-Transfer Stempeln
Lipid in den
+ ++ ++ -
Poren
Stabilitat + - + o,

homogene Schichtdicke

des Lipids * * * =+
Defekthaufigkeit ++ ++ = -
Spriten nach Auftrag ++ - = -
Ausbildung poreniiber- . i N .

spannender Lipidschichten

Das Lipid poreniiberspannend auf dem Sensor-Array aufzubringen ohne die Mikroporen durch
Lipideintrag unbrauchbar zu machen, gelingt mit den herkdémmlichen Auftragsverfahren nicht.
Die entwickelte Stempeltechnik ermdglicht ein Uberspannen der Mikroporen maximal iiber den
Bereich der StempelgroBe, der rund 0,5c¢m?” betrigt.

Das Lipidlosemittel beeinflusst die Ausbildungswahrscheinlichkeit und Qualitét der p-LDS. In
niedrig viskosen Losemitteln wie Oktan, Dekan und Chloroform bilden sich auch mit der Stem-
peltechnik vereinzelte Vesikel beim Abheben des Stempels (Anhang 7.8). Wird dagegen
Squalen, eine biologische Vorstufe des Cholesterins, als Losemittel verwendet, bilden sich p-
LDS mit guter Trégerhaftung ohne Vesikelbildung.

Fiir die weiteren Untersuchungen wird die Lipidlésung in Squalen hergestellt und aufgestem-
pelt .

5.4.2 Nachweis der poreniiberspannenden Lipiddoppelschicht

Der Nachweis, dass die Lipidschicht die Mikroporen iiberspannt, kann nicht iiber die Markie-
rung des Lipids allein erbracht werden, da die Lipidschicht die Mikroporen auskleiden kdnnte.
Dann wire kein Detektionsvolumen unter der Lipidschicht vorhanden. Um dies auszuschlieB3en,
wird neben der Markierung des Lipids die Markierung des wissrigen Puffers in den Mikroporen
vorgenommen. Das Puffermedium iiber der p-LDS bleibt ohne Fluoreszenzmarker.

Der wasserlosliche Fluoreszenzfarbstoff muss mehrere Anforderungen erfiillen. Zum einen soll
er lipidunldslich sein, um ein Auswaschen durch die Lipidschicht zu vermeiden. Es sollte sich
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um ein starkes Fluorophor handeln, da die Schichtdicke der mikrostrukturierten Polymerschicht
maximal 400nm betrdgt. Die Anregung erfolgt mit einem Schmalbandanregungsfilter fiir
360nm. Das Fluoreszenzmaximum soll unterscheidbar zum Maximum bei 460nm von Marina
Blue® DHPE sein. Damit ist eine parallele Messung der Qualitit der Lipidschicht und ihrer Po-
sition {iber duale Fluoreszenz-Mikroskopie moglich.

Fluoreszenz-Anregung Fluoreszenz-Emission
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Abb. 64: Auswahl der Fluoreszenzfarbstoffe: (Links) Anregungsspektren und Transmissionsspektren
des Anregungsfilters und des Sperrfilters fiir Wellenldngen kleiner 420nm. (Rechts) Emissi-
onsspektren - Marina Blue® DHPE und Fluorescein;

Testmessungen ergeben, dass es sich bei Fluorescein um ein geeignetes Fluorophor handelt.
Obwohl das Anregungsspektrum ein Maximum von 496nm zeigt, absorbiert Fluorescein auch
im Bereich um 360nm noch ausreichend, um ein detektierbares Fluoreszenzsignal zu liefern
(Abb. 64 links). Zusitzlich zu den Anregungsspektren der beiden Fluoreszenzmarker zeigt die
Abbildung die Transmissionsspektren der verwendeten Filter im Mikroskop. Das griine Emissi-
onslicht des Fluoresceins mit einem Maximum von 519nm ist deutlich von der blauen Fluores-
zenz des Lipidmarkers zu unterscheiden (Abb. 64 rechts), wobei die Emissionen beider Fluores-

zenzmarker den Sperrfilter passieren kdnnen.

Abb. 65: Fluoresceinmarkierte Pufferlosung in
Mikroporen, die mit einer p-LDS verschlossen
ist (Anregung 360nm).

Fir die experimentellen Untersuchungen
wird eine mit Fluorescein markierte Puffer-
16sung (1pg/ml) in die Mikroporen einge-
spiilt. Die Lipidschicht wird aufgestempelt,
ist jedoch nicht markiert. Danach wird mit
einer fluoresceinfreien Pufferldsung gespiilt,

um Markerreste aus der Durchflusszelle zu

splilen. Die FlieBgeschwindigkeit der Puf-
ferlosung betrdgt 3ml/min. Die Fluoreszenzmessung (Abb. 65) erfolgte wenige Sekunden nach
dem Aufstempeln des Lipids.
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SchlieBt das Lipid eine Mikropore vollstédndig ab, bleibt die Fluoreszenzintensitit konstant. Um
das Ausbleichen des Fluoresceins zu minimieren, wird der Shutter fiir jeweils Ims zur Messung
geoffnet. Wird die Mikropore nur zum Teil bzw. gar nicht vom Lipid iiberspannt, verringert sich
die Fluoreszenzintensitit bzw. zeigt die Pore kein Signal bei 519nm, da der Fluoreszenzmarker
ausgewaschen wird.

Die Quantifizierung der Fluoreszenz-Intensititen des Fluoresceins ermoglicht, Aussagen dar-
iiber zu treffen, ob sich die p-LDS genau auf dem Porenrand oder weiter unten in der Pore be-
findet. Abb. 65 enthilt keinen Hinweis darauf, dass die Uberspannung der Poren uneinheitlich
stattfindet. Die Mikroporen, die mit geringerer Intensitdt an den Randbereichen des Bildes auf-
treten, sind auf die ungleichméBige Ausleuchtung der Bildflache zuriick zufiihren. Mit der
Stempelmethode ldsst sich damit das Lipid poreniiberspannend auf der mikrostrukturierten Sen-
sor-Arrayoberflache aufbringen. Der fluoreszenzmarkierte Puffer bleibt in den Poren. Ob es sich
bei der Lipidschicht um eine p-LDS handelt oder um eine Multischicht, kann mit dieser Metho-

de nicht nachgewiesen werden.

Abb. 66: Fluoreszenzaufnahme mit markiertem
Lipid und markiertem Puffer innerhalb der Mik-
roporen.

Mit Hilfe von fluoreszenzmarkiertem Lipid
lassen sich nun Aussagen zu Defekten in-
nerhalb der Lipidschicht treffen und
Schichtdickenunterschiede des Lipids detek-
tieren. Das  vorangegangene Experiment
wird nun mit der fluoreszenzmarkierten
Lipidlosung (3% Marina Blue® DHPE) wie-
derholt. Abb. 66 zeigt die Fluoreszenzsigna-

le beider Marker. Die Mikroporen sind unter dem Lipid deutlich sichtbar. Die weitere Auswer-
tung der Fluoreszenzaufnahme mit der Software Analysis (Fa. Soft Imaging System) trennt
beide Fluoreszenzsignale. Durch die Wellenldngenseparation wird ein Bild der puffergefiillten
Poren und ein weiteres von der Lipidschicht generiert. Das Ergebnis zeigen die Bilder A) und
B) in der Abb. 67. Das Bild A) zeigt den Emissionswellenlédngenbereich von 500nm bis 530nm.
Deutlich sichtbar ist, dass die Poren unterschiedliche Fluoreszenzintensitit besitzen. Dies liegt
entweder an Defekten in der Lipidschicht oder an einer unterschiedlichen Hohe, in der die Li-
pidschicht in den Poren aufgespannt ist.

Aus Abb. 67 B), aufgenommen in einem Emissionswellenldngenbereich von 440nm bis 470nm,
geht hervor, dass die Mikrostruktur von Lipid bedeckt ist. Zwei groBere Defekte sind mit Pfei-
len gekennzeichnet. Der linke Lochdefekt fiihrt vorerst nicht zur Offnung der angrenzenden
Mikropore. Im unteren Bildbereich erscheint die Lipidschicht in ihrer Schichtdicke inhomogen.
Ein Grund kann das Absetzen des Stempels beim Lipidauftrag sein. Die Fluiditdt des Lipids
wirkt den Schichtdickenunterschieden durch den Prozess des Spritens entgegen.
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Abb. 67: Fluoreszenzaufnahmen nach Trennung der Fluoreszenzkomponenten: A) Fluoescein-
Markierung und B) Markierung mit Marina Blue® DHPE.

Nach einer Minute wird die Probe erneut vermessen. Es sind deutlich weniger Mikroporen
sichtbar (Abb. 68). Zudem zeigt sich in der kontrastverstirkten Fluoreszenzaufnahme des Fluo-
resceins (Abb. 68B), dass markierter Puffer die Poren teilweise verldsst und sich auf der Poly-
meroberflache verteilt. Die Lipidschicht scheint in diesen Bereichen nicht mehr fest am Chito-
san zu haften. Die ebenfalls kontrastverstirkte Fluoreszenzaufnahme von Marina Blue® DHPE
zeigt die Lipidschicht (Abb. 68C), die die Polymermatrix grofflichig bedeckt. Wird zukiinftig
die Adhéasion zwischen dem Lipid und den Polymerstegen verbessert, konnte das teilweise Aus-
laufen von Losung aus den Poren reduziert werden.

A) B)

150pum 150pm 150um

Abb. 68: A) Fluoreszenzaufnahme nach einer Minute Spiilen in Ringer-Puffer mit 3ml/min und Bilder
nach Trennung beider Fluoreszenzsignale B) Fluorescein-Fluoreszenz und C) Fluoreszenz von
Marina Blue® DHPE.

Damit wird gezeigt, dass sich eine poreniiberspannende Lipidschicht auf dem Sensor-Array
aufbringen lasst.

5.4.3 Haltbarkeit der poreniiberspannenden Lipiddoppelschicht

Die Stabilitdt der p-LDS héngt einerseits von der mechanischen Belastung ab, insbesondere
unter Durchflussbedingungen, und andererseits vom Durchmesser der Mikroporen, der vom
Lipid iiberspannt wird. In der Literatur wird fiir p-LDS ein weiter Bereich der Haltbarkeit ange-
geben. Mit maximal 18 Stunden Haltbarkeit fiir Poren mit einem Durchmesser von 10-20nm
erweist sich diese Art der LDS als wesentlich robuster als die BLM, die lediglich bis zu einer
Stunde haltbar ist [295]. Die Angaben beziehen sich nicht auf Durchflussbedingungen.
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Die Stabilitit unter Durchflussbedingungen ist eine wichtige KenngroBe der Lipidschicht, da
der spédter integrierte lonenkanal mit wechselnden Ldsungen angestromt werden soll. Der
Transport von Liganden zur Aktivierung des Proteins bzw. deren Abtransport stellen wichtige
Funktionsschritte des Sensor-Arrays dar.

Fiir die Konstruktion der Durchflusszelle ergibt sich, dass eine parallele laminare Anstromung
des Sensor-Arrays bei FlieBgeschwindigkeiten bis Sml/min die Lipidschichten auf dem Tréger
beldsst. Wird eine hohere FlieBgeschwindigkeit gewéhlt oder die Sensoroberfliche senkrecht
angestromt, werden die Lipidschichten weggespiilt. Die Durchflusszelle aus Teflon besitzt ein
Zellvolumen von ca. 100ul. Sie ist so konstruiert, dass sich der Einlass ins Zellvolumen Imm
oberhalb der Lipidschicht befindet. Der Auslass befindet sich senkrecht an der Oberseite der
Durchflusszelle. Das Totvolumen der Zelle wird durch diese Fithrung der Fliissigkeit gering
gehalten. Die Manipulation erfolgt durch eine verschlieBbare Offnung an der Oberseite der Zel-
le.

Die Bestimmung der Haltbarkeit der gestempelten poreniiberspannenden Lipidschichten wird an
drei Porengréflen durchgefiihrt. Zu Vergleichszwecken wird die 50%-Stabilitét eingefiihrt. Sie
wird als die Zeitdauer definiert, nach der die Fluorescein-Fluoreszenz auf 50% des Ausgangs-
wertes abgesunken ist. Nach dem Aufstempeln des Lipids auf die Sensor-Arrayoberfliche wird
der Durchfluss des markerfreien Puffers auf Iml/min abgesenkt und damit die Tendenz des
Lipids, sich vom Chitosan zu losen.

Abb. 69 zeigt die 50%-Stabilitdt in Abhéngigkeit vom Porendurchmesser. Der Durchmesser der
Mikroporen betrdagt 5S0um, 20pum und 3um. Der dargestellte Mittelwert bildet sich aus jeweils
drei Sensor-Arrays pro Durchmessergrofle, die mindestens 25 mit Lipid verschlossene Einzelpo-
ren aufweisen.

': 100
- 19h 20min
f‘g + 2h 30min
% I
5 10 .
2 1h 48min
o + 58min
n
1 1
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+ 5min
01 [~ { ——————————————————
0,01
50 20 3

Porendurchmesser in pm

Abb. 69:  50%-Stabilitit der p-LDS mit STA in Abhéngigkeit vom Porendurchmesser.

Die untersuchten p-LDS zerreiflen iiber einzelnen Poren, bleiben aber in anderen Bereichen
stabil und undurchléssig. Der Prozess des Zerreiflens wird spontan und in einem einzigen Schritt
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beobachtet. Es konnen vorher keine dynamischen Verdnderungen an der poreniiberspannenden
Lipidschicht, wie ein Ausdiinnen, beobachtet werden.

Die 50%-Stabilitdt enthélt neben der eigentlichen Haltbarkeit der Lipidschichten auch Informa-
tionen zum Ausbleichverhalten des Markers und zum Auswaschen aus den Mikroporen. Um
den FEinfluss des Ausbleichens des Fluoreszenzmarkers zu minimieren, wird jede Probe maxi-
mal flinf mal fiir jeweils 1ms belichtet. Die Geschwindigkeit des Auswaschens aus den Poren ist
diffusionsbestimmt und verlduft bei einer der Matrixschichtdicke entsprechenden Diffusions-
strecke von rund 400nm aus der Pore heraus innerhalb weniger Mikrosekunden.

Die indirekte Bewertung der Haltbarkeit der p-LDS mit markierter Puffer-Losung zeigt eine
deutliche Abhéngigkeit vom iiberspannten Porendurchmesser. Poren mit geringerem Durchmes-
ser besitzen eine hohere Haltbarkeit. Wie die Ergebnisse in Abb. 69 zeigen, weisen die gestem-
pelten Lipidschichten auf der mikrostrukturierten Chitosan-Oberfliche eine Haltbarkeit von
maximal 22h bei den Poren mit einem Durchmesser von 3um auf. Haltbarkeit und Ausbil-
dungswahrscheinlichkeit sind gegeniiber der BLM wesentlich verbessert.

Zusammenfassend erfolgt die Bewertung der Verschmelzung der biologischen Komponenten
von LDS und Ionenkanal mit der Polymermatrix:

> Die Oberfliche der Polymermatrix muss eine hydrophile Oberfliche aufweisen, die die
Ausbildung einer homogenen LDS im Puffermedium gestattet. Die Verdnderung der
Oberflacheneigenschaften des PMMA erfolgt durch Beschichtung. Als Beschichtungs-
materialien eignen sich gequollene Biopolymerschichten, wie Chitosan. Die Defekthau-
figkeit in der auf der Beschichtung gebildeten LDS ist gering und es werden auf der
Matrix dicht verschlossenen Mikroporen erwartet.

> Die Beschichtung der Polymermatrix mit dem Biopolymer Chitosan verlduft ohne Ab-
scheidung in den Mikroporen durch einen optimierten Spin-coating-Prozess.

> Mit der entwickelten Stempeltechnik lassen sich auf der Multischicht-Matrix poren-
iiberspannende Lipidschichten erzeugen, deren Haltbarkeit bei maximal 22Stunden
liegt.

> Die Integration der Ionenkanéle kann in die bereits aufgespannte Lipidschicht durch die
Fusion der p-LDS mit Proteoliposomen erfolgen.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Grenzflichen und deren Eigenschaften mit hoher Aufmerksam-
keit betrachtet werden miissen. Nicht nur die Hydrophilie, sondern insbesondere die Lipophilie
der Stegoberflaichen der Matrix und die PorengréBe sind Parameter, die die Auswahl des ver-
wendeten Lipids, dessen Auftragsverfahren und die Haltbarkeit der LDS sehr stark beeinflussen.
GrofBle Oberflachenrauhigkeit der Matrix vergroflert die Defekthdufigkeit in der aufliegenden
LDS.

Der gezielte Einbau der Ionenkanéle mit einer bevorzugten Richtung des Proteins durch Proteo-
liposomenseparation ermdglicht eine Bindung von Liganden am lonenkanal und damit die Ak-
tivierung des Proteins. Die durch den lonenkanal hindurchgestromten Ionen kénnen dann op-
tisch detektiert werden.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Die Nutzung biomolekularer Erkennungsmechanismen als analytisches Prinzip verschafft dem
Ionenkanalsensor-Array gegeniiber herkdmmlichen Sensoren auBlerordentliche Vorteile durch
die hohe Sensitivitdt und Selektivitit.

Die Konzeption des Ionenkanalsensor-Arrays orientiert sich an den Anforderungen des nikotini-
schen Acetylcholin Rezeptors (nAChR) als Ionenkanal, um seine Funktionsfahigkeit zu erhal-
ten. Die Ausarbeitung der Konzeption erfolgt durch Bildung mathematischer Modelle insbeson-
dere zur Aktivierung des ligandgesteuerten lonenkanals. Im Sensor-Array ist der nAChR in
einer Lipiddoppelschicht (LDS) iiber einer Mikropore mit einem Durchmesser von 3um und
einer Hohe von 300nm positioniert.

Die technische Umsetzung des Sensor-Arrays erfolgt unter Auswahl von PMMA als mikro-
strukturierbarem Polymer zur Erzeugung der Mikroporen-Matrix. Die Herstellung erfolgt durch
Lithographie mit ultravioletter Strahlung an einem Multischichtsystem.

Als maBgebliche Charakterisierungstechniken fiir die Polymermatrix werden fiir die physikali-
schen Eigenschaften das SPR-Imaging, fiir chemische das FTIR-Imaging und fiir die topologi-
schen das AFM kombiniert. Es zeigt sich, dass trotz des optimierten Lithographie-Prozesses
innerhalb der Mikroporen eine ungleichméBig verteilte Menge an Riickstédnden bleibt, die die
Sensitivitdt der optischen Detektion reduziert. Bei der Erzeugung von Poren mit minimaler
Riickstandsmenge kommt ein Mehrschichtsystem aus Gold/Agarose/PMMA zum Einsatz. Jede
Schicht erfiillt dabei eine wichtige Rolle und ist auf die anderen Schichten abgestimmt. Die
Agarose dient im Schichtsystem als Adhésionsblocker zwischen PMMA und Goldoberfliche.

Die Polymermatrix wird mit dem Biopolymer Chitosan beschichtet. Die gequollene Chitosan-
schicht dient als Vermittler zwischen kiinstlicher Polymermatrix und biologischer Funktions-
einheit aus nativem Lipid und lonenkanalprotein. Es erfolgt keine zusitzliche chemische Bin-
dung mit Komponenten der Lipiddoppelschicht (LDS), um die Fluididtit der LDS nicht zu ver-
mindern.

Die entwickelte Stempeltechnik als Lipidauftragsverfahren ermoglicht ein poreniiberspannendes
VerschlieBen der Mikroporen mit einer LDS. In den Poren wird durch die Stempeltechnik kein
Lipid abgeschieden, um die Sensitivitdt im Ionenkanalsensor-Array nicht zu reduzieren. Das
mikropordse Detektionsvolumen mit Porendurchmessern von 3pum bis 50pum wird von der LDS
dicht abgeschlossen. Mit Hilfe von dualer Fluoreszenzmikroskopie wird der Nachweis erbracht,
dass die LDS die Poren iiberspannt und diese dicht abschlieit. In den Mikroporen befindet sich
physiologische Losung, um den nativen Zustand des lonenkanals zu gewéhrleisten. Zur Charak-
terisierung der p-LDS und deren Haltbarkeit wird ein fluoreszenzmikroskopisches Verfahren
eingefiihrt, das unter Durchflussbedingungen zwei verschiedene Marker bei einmaliger Belich-
tung detektiert. Die gemessene Haltbarkeit der p-LDS betrdgt maximal 22 Stunden und ent-
scheidet tiber die Stabilitdt des lonenkanalsensor-Arrays.
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Der Einbau des lonenkanals in die Polymermatrix erfolgt, nachdem die LDS erfolgreich aufge-
spannt wurde. Der nAChR wird durch Fusion von nativen Proteoliposomen mit der p-LDS im
Bereich der Mikroporen integriert. Affinitdtschromatographische Trennung der Proteoliposo-
men mit einer bevorzugten Einbaurichtung des nAChR im Liposom stellt die Vorraussetzung
dar, um den Einbau der lonenkanéle richtungsbevorzugt mit der Ligandenbindungsstelle au3er-
halb der Mikroporen in die p-LDS durchzufiihren.

Zur Detektion der Konzentrationsédnderung der Metallionen wird ein markierungsfreies Verfah-
ren entwickelt und eingesetzt. Die Detektion der Aktivierung des Ionenkanals erfolgt optisch
mittels SPR-Imaging, das hochsensitive, parallele Messungen ohne weitere Markermolekiile
gestattet. Die Aktivierung des Kanalproteins wird durch die Bindung zu Liganden ausgelost.
Dann 6ffnet sich der lonenkanal und Metallionen stromen in die Mikropore der PMMA-Matrix.
Die hierdurch verursachte Konzentrationsiinderung bedingt eine Anderung des Dielektrizitiits-
wertes der Losung in der Mikropore und wird detektiert. Basierend auf dem Prinzip der opti-
schen Messung, werden im Array-Format tausende Aktivierungen parallel ausgelesen. Der
Funktionsnachweis des lonenkanalsensor-Arrays wird am Beispiel von Kalium-Ionen erbracht,
die durch den nAChR stromen.

Ein lokales Aufkonzentrieren der durch den Ionenkanal gestromten Metallionen an der mit SA-
beschichteten 2-(Benzyl-sulfid)-18-Krone-6 Goldoberfliche des Porengrundes fiihrt zu einer
Erhohung der Sensitivitdt des Detektionsverfahrens um 20 %. Insbesondere fiir die lonenkon-
zentrationdnderungen im Bereich von Einzelkanalaktivitdten des nAChR wird damit ein Funkti-
onsnachweis moglich. Die Ergebnisse der Messungen besitzen eine sehr hohe biologische Rele-
vanz, da das spezifische Anbinden eines Liganden an den lonenkanal indirekt und das Ergebnis
der daraus resultierenden Aktivierung direkt gezeigt werden.

Im Organismus stromen bei der Aktivierung des Kanalproteins mehrere lonenarten gleichzeitig
durch einen aktivierten Ionenkanal. Durch die Optimierung der SA-Schicht zu Komplexierung
der Metallionen in den Mikroporen kann die Frage Beantwortung finden, ob sich die Nachweis-
grenze des Sensor-Arrays verringern und gleichzeitig die Ionen-Detektion selektiv gestalten
lasst.

Fiir den Einsatz als Sensor-Array spielt die Stabilitit der Lipidschicht eine wichtige Rolle. Zu-
kiinftig kann die Stabilitdt durch membranvertragliche Tragernetze unter der LDS wirkungsvoll
erhoht und die Robustheit des Sensor-Arrays damit gesteigert werden. Die Trigernetze fiir das
Lipid werden auf der Sensor-Arrayoberfldche iiber die Poren gespannt. AnschlieBend wird die
Lipidschicht ohne Verlust der biomimetischen Eigenschaften aufgestempelt. Als Materialien fiir
die stabilisierenden Tragernetze konnten Actin-Fasern [296], Hydrogele [297] oder Bola-Lipide
[298] eingesetzt werden.

Eine weitere Strategie zur Stabilisierung der Lipidschicht ist die Quervernetzung, entweder in-
nerhalb der Lipidschicht oder durch Armierungen im wéssrigen Medium auflerhalb der Lipid-
schicht. Die Grofle der Netzmaschen muss an den Proteindurchmesser des lonenkanals ange-
passt werden.

Weiterfiihrende Arbeiten sind zum einen auf die Integration des lonenkanalsensor-Arrays in ein
mikrofluidisches System und die Kopplung mit Analyseautomaten ausgerichtet. Eine Notwen-
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digkeit ist hierfiir die Entwicklung von robusten automatisierten Auswertroutinen. Der Einsatz
in Hochleistungsdurchsatzverfahren wird damit zukiinftig moglich sein.

Der Einsatz des lonenkanalsensor-Arrays orientiert sich an der jeweiligen analytischen Frage-
stellung und kann vom sogenannten Ligand fishing bis zur technischen Nutzung des intrinsi-
schen Verstirkungsfaktors fiir den nAChR in einer GroBenordnung von 10° in biologischen
Bauteilen reichen. Die Grundlagenforschung im Bereich der Biomembranen und ihrer Kompo-
nenten wiirde durch den Einsatz des variablen lonenkanalsensor-Arrays angetrieben, insbeson-
dere bei der Erkennung von biologisch relevanten Membraneigenschaften zur Erstellung
einsatzfahiger Membran-Modelle.

Der Preis und die Rentabilitit des Sensor-Arrays sind fiir den Anwender entscheidende Krite-
rien. Wird zu dem natiirlichen Ionenkanal ein synthetischer schaltbarer Kanal eingesetzt, lief3e
sich das Sensor-Array regenieren. Dabei darf der synthetische Kanal die Funktionsféhigkeit des
natiirlichen Kanalproteins nicht beeintridchtigen. Die lonen strémen dann durch den natiirlichen
Kanal in die Mikropore ein und konnen mit Hilfe des synthetischen Kanals wieder ausge-
schleust werden.



Anhang 107

7  Anhang

71 Brechungsindex der Salzlosungen

Tabelle 9: Natrium- und Kaliumchlorid-Ldsungen in Reinstwasser (Abbe-Refraktometer); Thermosta-

tierung bei 4°C.

Salz-Lésung Konzentration MWerechungsindex STA
[mol/l] [10°]

KCI 0,0010344 1,334 3,33
0,51215 1,3392 8,16
1,14181 1,3451 7,5
2,11908 1,3541 2,0

NaCl 0,0011024 1,334 8,37
0,39789 1,3381 8,37
0,79567 1,3422 5,0
1,51 1,3405 4,79

Reinstwasser 0 1,3337 8,86

7.2 Optische Lithographie

Tabelle 10: Parameter fiir die PMMA-Mikrostrukturierung.

Poren- Belichtungszeit [min]
Zli:; Gold-Bedampfungsrate | PMMA- Schicht Strahler durch- Entwicklungszeit in 1:1
messer MIBK:ISO
15
in- ing: <10um
Spin-coating: 308
Glas 50 nm (0,05 nm/s) 1500U/min UV, Do-Lampe
2 40 30-60
500U/s°, 40s >10um
3min
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7.3 Elektronenstrahl-Lithographie

Tabelle 11: Belichtungsparameter der Elektronenstrahllithographie.

Substrate: SF 6 Prismen (gleichschenklich)

Metallschichtpraparation:

Schichtdicke in nm

Aufdampfrate in nm/s

Gold

50

0,1

PMMA-Schicht: 800 nm und 300 nm

Prismenhalter: Aluminium; Substrat ohne zusatzliche Ableitung

Belichtungsparameter:

Arbeitsabstand WD

= 4 mm; Strukturfeld 400 X
Strahlstrom 130,1 yA; Blende

400um (VergréRerung 210);

Beschleunigungsspannung | Verweilzeit Stepsize Dosen Form Durchmesser bzw.

inms in pm (Schritt- Kantenlange der
weite 0,5-1) Mikrostrukturen in pm

15 0,005-0,015 0,024 1 bis 3 Rechteck 10x20

15 0,012-0,024 0,024 1 bis 4 Quadrat 40

20 0,005-0,015 0,024 1 bis 4,5 Rechteck 50x75

20 0,005-0,015 0,024 1 bis 20 Quadrat 20

20 0,012-0,024 0,024 1 bis 8 Kreis 30

20 0,012-0,030 0,024 1 bis 4 Kreis 25

30 0,005-0,010 0,037 0,5 bis 2 Rechteck 50x75

30 0,010-0,025 0,030 0,5 bis 3 Quadrat 20

Entwicklung:

Entwickler Mischungs- Entwicklungszeit | Stoppen Trocknen
verhaltnis ins

MIBK:ISO 1:3 30 1ISO Trockenblasen mit N,

Nachentwicklung:

MIBK:ISO 1:1 120 ISO Trockenblasen mit N,

Nachentwicklung 2:

MIBK:ISO 1:1 180 1ISO Trockenblasen mit N,
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7.4 Tonenstrahl-Atzen

Tabelle 12: Tonenstrahl-Atzen mit unterschiedlicher Beschleunigungsspannung und Dosis.

Substrate: BK 7 Prismen (gleichschenklich)
Metallschichtpraparation: Schichtdicke in nm Aufdampfrate in nm/s
Silber 45 0,1
PMMA-Schicht: 800 nm
Ag-Implantation
Proben- Nr. Beschleunigungsspannung Dosis

in keV in lonen/cm?
1 30 5x10"
2 50 5x10'
3 70 5x10"
4 30 5x10"
5 50 5x10"
6 70 5x10"
Entwicklung:
Entwickler Mischungsverhaltnis | Entwicklungszeit | Stoppen Trocknen

ins

MIBK:ISO 1:1 300 ISO Trockenblasen mit N,
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7.5 Clusteranalyse des FTIR-Bildes im Porenbereich der PMMA -

Matrix
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Abb. 70: Darstellung der Clusterkarte. Nummerierung der Zentroid-Spektren nach Clusteranalyse mit
10 Clustern im Bereich der Poren erfolgt entsprechend der Ex-Wertmaximum. No. 1 bezeich-

net Cluster mit geringstem Ez-Wertmaximum.
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7.6 Adhisionsblockerschichten

Tabelle 13: Préparation der PMMA-Schichten mit Adhéisionsblocker.

Substrat:
SF 10 Prismen (60°)

50 nm Gold-Schicht aufgedampft (0,05 nm/s bei 40°C)

Adhasions-Blockerschichten:

Verbindung Losung Spin-coating Temperung Reflektometrische
w/V % im LSM win U/min/ain in°C/tinh Schichtdicke in nm
uis®/
tins
Polyethylenglycol - 1000/500/40 - < Nachweisgrenze
Glycerin - 1000/500/40 - < Nachweisgrenze
Dextran 1 % in Wasser 1000/500/40 120/2 ~110
Agarose 1 % in Wasser 3000/500/40 120/3 ~130
PMMA-Schicht:
PMMA 950 K 2,5% in Chlor- | 1500/500/40 120/2 ~300
benzol

Die zweistufige Entwicklung wird in der Reihenfolge I, II durchgefiihrt. Zwischen den Stufen
wird die Matrix mit N, trockengeblasen.

Tabelle 14: Entwicklung der Adhésionsblockerschicht.

Verbindung Entwicklung | Entwicklungszeit Il Temperung in°C/tinh
in MIBK:ISO 1:1 in min; 20 s in Reinstwasser
Spiilen in ISO (Tin °C)
Polyethylenglycol 3 24 h (RT) 120/2
Dextran 3 30 s bis 3 min (RT) 120/2
Glycerol 3 24 h (RT) 120/2
Agarose 3 3 h (100°C) 120/2
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7.7 Priaparation der Biopolymerschichten

Tabelle 15: Beschichtung der PMMA-Sensor-Arrayoberfliche mit Agarose und Chitosan zur Erhhung
der Lipidvertraglichkeit.

Biopolymer Agarose Chitosan
Konzentration: 1% in Wasser (90°C) 3% wiw in Essigsaure 1%v/v
Spin-coating: 1500U/min, 500U/s?, 40s

Vorkonditionierung:

Trocknen: 1h bei

100°C

Trocknen 1h bei 100°C, 24h in Phosphatpuffer pH=8, Splilen mit

Reinstwasser

Aufbewahrung

Reinstwasser oder Trocken im Exikkator tber Kieselgel

7.8 Lipidpraparation

Tabelle 16: Bildung von p-LDS und Vesikelbildung
(Kategorien: ++ sehr hédufig, + haufig, - kaum, - - nicht beobachtet).

Zusammensetzung: Aufstreichen Stempeln

Losemitel DO ENST P | Vesikelbildung Bildung einer p-LDS | Vesikelbildung
Oktan - T+ + +
Dekan + ++ ++ -
Chloroform - ++ ++ +
Squalen + + ++ _
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7.9 Restmaterial in den Mikroporen

Anhand der Verteilung der Weisswerte im SPR-Bild kann innerhalb der Mikroporen eine Aus-
sage zu Riickstdinden am Porenboden und daraus resultierend zur Sensitivitit der jeweiligen
Pore bei der SPR-Messung getroffen werden. Nicht dargestellt sind Werte ab 250, die der

PMMA-Phase zugeordnet werden.
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Abb. 71: Histogramme der ausgewihlten Porenbereiche fiir die Poren 1 bis 6
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7.10 Adsorption der 2-(Benzylsulfid)-18-Krone-6 auf Gold

Zur Adsorption in der PMMA-Mikrostruktur wird kein Ethanol als Losemittel verwendet, da bei
den relativ langen Adsorptionszeiten, die die Bildung der SA-Schicht benétigt, die Mikrostruk-
tur nicht stabil ist. Es kommt zu partiellen Abloseprozessen des PMMA. Der Test verschiedener
unpolarer Losemittel ergab, dass Oktan die PMMA-Schicht nicht destabilisiert. SA-Schichten
werden erfolgreich in den Mikroporen adsorbiert.

Die Zeitdauer fiir die Bildung der SA-Schichten umfasst einen sehr weiten Bereich. Neben dem
Adsorptionsprozess findet noch ein sehr viel langsameres Umordnen innerhalb der adsorbierten
Schichten statt. Diese spielt jedoch in der vorliegenden Arbeit keine Rolle, da keine dichtge-
packten, homogenen Schichten erzeugt werden miissen. Die Adsorptionszeiten werden so ge-
wihlt, dass Schichten adsorbiert werden unter minimaler Verweilzeit in der Adsorptionsldsung.

Die Adsorption erfolgt fiir 24h aus einer Thiol-Losung mit der Konzentration von 1mM in was-
serfreiem Ethanol bei RT. Verdnderte Adsorptionsbedingungen werden explizit angegeben. Die
Thiol-Losung wird bei RT in einem TeflongefaB {iber die Probe gepumpt (1ml/min).

Tabelle 17: Dauer der Adsorption in 1mM S-funktionalisierter Kronenether-Losung in Ethanol, bis deut-
lich messbare IRRAS-Intensitdten im Bereich der CH-Valenzschwingen fiir den Aromaten-
rest bzw. der CH,-Gruppen detektiert werden kdnnen.

Temperatur in °C Adsorptionszeit in h
4 120
20 24
30 24
50 keine Adsorption beobachtet

Nach der Adsorption werden die Proben 2mal mit Ethanol abgespiilt und anschlieBend mit
Stickstoff getrocknet. Ein Spiilen mit Wasser ist nicht geeignet, da auch der S-funktionalisierte
Kronenether nur sehr schlecht in Wasser 10slich ist. Erfolgreiche Adsorption wird anhand der
Spektren mit FT-IRRAS auf der Goldoberflache angezeigt. Bei niedriger Temperatur verlangert
sich der Adsorptionsprozess (Tabelle 17). Da der S-funktionalisierte Kronenethers oxidations-
empfindlich ist, wird bei RT moglichst kurz adsorbiert.
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8 Material und Methoden

8.1 Chemikalien

2-Aminoethanol z.A. Sigma Aldrich
Agarose Elektrophorese, Geliertemperatur: 40-43°C Fluka

BEE 2-Butoxy-2-Ethoxyethanol Sigma Aldrich
Benzylchlorid z.A. Merck

CaCl, z.A. Merck
Cellusolve 2-Ethoxy-Ethanol Fluka
Chitosan 2-Amino-2-deoxy-(1->4)-[1-D-glucopyranan bzw. Poly-(1,4-[1-D- Fluka

glucopyranosamin), Mg~ 400 000 g/mol; mittelmol.

Chlorbenzol z.A Fluka
Chloroform zA Merck
Dextran aus Leuconostoc spp., Mg~ 71 400 g/mol Sigma Aldrich
Ethanol z A Merck
Ethylacetat reinst Merck
Ethylenchlorid z.A. Merck
Fluorescein-Natrium z A Merck
Glycerol z. A Fluka

Gold Feingold, 20g Merck

ISO losopropanol, z.A Fluka

KCI z.A Merck

Lipoid S75 z.A Lipoid
Lésemittel MIBK, MEK, Methanol, Ethanol, ISO, Cellosolve, BEE, Mor- Merck

pholin, 2-Aminoethanol, Chorbenzen alle z. A.

Marina Blue® DHPE 1,2-Dihexadecanoyl-sn-glycero-3- Phosphoethanolamin Molecular Probes
MEK Methylethylketon, z.A. Fluka
Methanol z.A Fluka
Methylenchlorid z A Merck

MgCl, z.A. Merck

MIBK Methyliosobutylketon, z.A. Fluka
Morpholin z.A Fluka

Na reinst Merck

NaCl z.A Merck

NaH z.A Merck
NaH,PO, z.A. Merck

NaOH z.A Merck
n-Dekan z.A Merck

PMMA 50 K 4 % in Chlorbenzol Allresist
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PMMA 950 K 2,5%, 5 % und 9% in Chlorbenzol Allresist
Polyethylenglycol Mg~ 400 g/mol Fluka
Silber 100g Merck
Squalen z.A Merck
Tetraethylenglycolditosilat z.A Merck
THF Tetrahydofuran, z. A. Merck
Thioglycerol z.A. Merck

8.2 Puffer-Systeme

System Zusammensetzung Konzentration [mM]
Phosphat-Puffer (Sérensen) KH,PO,: Na;HPO, - 2H,0 0,58M:2mM auf pH-Wert 8,0
Ringer-Puffer NaCl: KCI: CaCl,: MgCl,: NaH,PO4 375:7,5:4,5:3:7,5 mit

1M NaOH auf pH-Wert 7,0 eingestellt

8.3 Substrate

Material Form Brechungsindex n (633 nm)
nach [299]
SF6 Halbzylinderdurchmesser 1cm x 3cm Zylinderlange 1,7988

Prisma, 90° gleichschenklig, 1 cm?

BK7 Prisma, 90° gleichschenklig, 1 cm? 1,5151
SF10 Prisma, 60° gleichseitig, 1 cm? 1,7231
Saphir Halbzylinderdurchmesser 1cm x 3cm Zylinderlange 1,7304

8.4 Priparation des Sensor-Arrays

8.4.1 Reinigung der Glas-Trager

Die Glastriager werden im Ultraschallbad fiir 5Smin bei maximaler Leistung gereinigt und an-
schliefend in Ethanol und mit Reinstwasser gespiilt. Alte Metall- und Lackschichten werden mit
Piranha-Losung (H,SO4:H,0,, 3:1) abgeédzt. Spiilen mit Reinstwasser schlief3t sich an.

8.4.2 Aufdampfen von Metallschichten

Die Beschichtung der Substrate mit Metallen erfolgte in einer Bedampfungsanlage (Eigenbau
am Institut) mit elektrothermischer Metalldampferzeugung. Das Substrat wird zu Beginn auf
200°C aufgeheizt, um adsorbierte Oberflachenverbindungen zu entfernen. Erst nach Abkiihlen
des Substrates auf 40°C wird mit der Metallschichtabscheidung begonnen. Der Druck zur Be-
schichtung liegt im Bereich von 10°Torr. Die abgeschiedene Schichtdicke wird permanent iiber
einen Schwingquarz bestimmt. Bei den Beschichtungen der vorliegenden Arbeit zeigt sich eine
Aufdampfrate von 0,5 bis 0,8kA/s als optimal zur Erzeugung moglichst homogener Schichten
mit gleichméBiger Metall-ClustergroBenverteilung.
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8.4.3 Reflektometrische Schichtdickenmessung und Spin-coating-Verfahren
Reflektometer FTPadvanced [Sentech, Deutschland]

Software: ThicknessMeasurement [Sentech, Deutschland]

Zur kontaktlosen Schichtdickenbestimmung transparenter bzw. semitransparenter Schichten
wird das Reflexionsspektrum im Wellenldngenbereich von 400nm bis 920nm aufgezeichnet.
Zur Berechnung wird ein Mehrschichtsystem der Materialien: Glas/Gold/PMMA vorgegeben.
Die Berechnung erfolgt automatisch iiber die Levenberg-Marquardt-Methode. Der Brechungs-
index von PMMA wurde zuvor ellipsometrisch ermittelt und betragt 1,492 bei 632,8nm.

Spin-coater RC5 [Karl Suss, Frankreich]

Die Beschichtung der Substrate erfolgt durch das Spin-coating-Verfahren. Die Prdparation er-
folgte bei konstanter Beschleunigung von 500U/min/s und einer Spindauer von 40s. Nach der
Beschichtung werden die PMMA-Filme bei 180°C getempert, um Filmspannungen zu verrin-
gern.

8.4.4 Mikrostrukturierung der PMMA-Schichten

8.4.4.1 Optische Lithographie

Deuterium-Halogen Strahler [Top Sensor Systems, Germany], 100W
Hg-Lampe und Xe-Lampe [Optocon Oceans Optics, Germany]
UV-durchlissige Quarzfaser [Optocon Oceans Optics, Germany|

Belichtungsapparat (Eigenbau): Im Kontaktmodus wird ein TEM-Netz auf der Probe platziert
und mit einer Lochblende fixiert. Die Faser wird senkrecht auf die Lochblende (d= 0,25mm,
Lochdurchmesser 2mm) aufgesetzt. Zur Homogenisierung der Strahlintensitdt wird die lichtsen-
sitive Schicht iiber eine gekoppelte flinfadrige UV-durchlassige Faser (je 400 um) belichtet.
8.4.4.2 Elektronenstrahl-Lithographie

LEO Gemini DSM 982 [Zeiss, Germany] mit Lithographieeinheit ELPHY [Raith, Germany]

8.4.4.3 lonenstrahl-Lithographie

3-MV-Tandetron (Hochstromversion) [High Voltage Engineering Europa Amersfoort, Nieder-
lande] mit Cs-Sputterquelle 860-C [HVEE Amersfoort, Niederlande], Germanium-Maske mit
variabler Porengrofie von 5-150um

8.4.5 Plasma-Atzen, Hydrophilisierung der PMMA-Oberfliche
Plasma cleaner/sterilizer PDC-32G [HARRICK, U.K.]

Drehschieber-Vakuumpumpe Typ RZ 2 [Vacuubrand GmbH, Germany]

Die belichteten und entwickelten Proben werden einem Sauerstoff- bzw. Luftplasma fiir unter-
schiedliche Zeiten (Imin bis 10min) bei maximaler Geriteleistung (high) ausgesetzt und an-
schlieBend sofort charakterisiert. Die Proben werden zentral innerhalb der Hochfrequenzspule
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des Plasma-Cleaners platziert. Die Evakuierung der Probenkammer erfolgte mit einer Vakuum-
pumpe bei einem Druck von 4*10™mbar.

8.5 Mikroskopische Verfahren

8.5.1 Auflicht-und Fluoreszenz-Mikroskopie
Inverses Mikroskop IX 70 [Olympus, Deutschland]

Objektive: LC PlanFL 60x/ 0.70 Ph2; C PlanFL.10x/ 0.30 PhC; Uplan 4x/ 0.13;
LC Ach40x/0.55 Ph2; CAP-G 0.5+0.5

Hg-Dampfbrenner: U-LH 100HG, Fluoreszenzfilter: U-MNU-2 (Anregung 360-370nm, Emis-
sion: BA 420nm

Software: Analysis [Soft Imaging System GmbH]
Fluoreszenzmarker: Marina Blue® DHPE [Molecular Probes, Germany]
Fluorescein [Merck, Deutschland]

Lipidmischung: 1,5mg Lipoid S75, 0,22mg Cholesterin und 3% Marina Blue® DHPE in 100ul
Lésemittel (Dekan, Chloroform, Squalen [Merck, Deutschland])

8.5.2 Elektronenraster-Mikroskopie
LEO Gemini DSM 982 [Zeiss, Deutschland]

8.5.3 Atomfeldkraft-Mikroskopie (AFM):

DME Dual Scope Microscope Rasterscope C-21, Software: DualScope(tm)/Rasterscope(tm)
SPM [DME-Danish Micro Engineering A/S, Deutschland]

Kontaktlos, Force: 0,16nN, Speed: 25um/s
8.6 Spektroskopische Verfahren

8.6.1 FTIR-Imaging

Die Referenzierung der Proben erfolgt anhand der reinen Goldschicht auf dem Glassubstrat. Die
frisch bedampfte Goldschicht weist eine hohe Oberflachenreaktivitit auf und kann deshalb in
der Zeit, die fiir den lithographischen Prozess notwendig ist oder die fiir die Messung benotigt
wird, verschiedenste Verbindungen aus der Umgebung adsorbieren. Bei den Untersuchungen
werden die Referenzproben deshalb bis zur Messung unter Argon gelagert.

IR-Mikroskop IR-Scope II; FPA-Detektor 64x64 [Bruker Hyperion]

Messparameter:
Apertur: 12 mm
Mefkanal: IRSCOPE, Reflexion, Background: reine Goldoberfldche
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Scannergeschwindigkeit:

Scans:

Auflésung:
Acquisition Mode:
Apodizationsfunktion
Phasenaufldsung:
Phasenkorrektion

Zero Filling Factor

variabel

21

4 1/cm

Single Side
Blackmann-Harris 3-Term
16

Mertz / No Peak Search

1

High Frequency Limit 3900

Low Frequency Limit 0

8.6.2 SPR-Spektroskopie

Laserdiode

Substrat

Schlauchpumpe

Kamera

Software

ACMO03/1751 [Power Technologies Inc.], USA, Wellenldnge 353nm,
Halbzylinder Saphir [Schott AG, Germany ],

Teflon-Durchflusszelle Eigenbau mit quadratischem Probenraum (V=Iml’)
und senkrechter Anstrdémung der Probenoberfliche,

MC-MS CA4/6 [Ismatec Labortechnik Analytik, Schweiz], FlieBgschwin-
digkeit 2ml/min

Panasonic GP MF 622 (Bildaufnahmeelement: 782(H)x582(V) Pixel, Bild-
groBe: 7,95(H)x6,45(V)mm),

Kappa ImageBase Control [Kappa opto-electronics GmbH, Germany] und
Matlab 6.0

8.6.3 SPR-Imaging

Laser

Substrat
Schlauchpumpe
Kamera

Software

He-Ne LKG 7653-8 [Lasos Lasertechnik GmbH, Germany], Ausgangsleis-
tung 25mW, Wellenldnge 632,8nm,

Glasprismen [Schott AG, Germany],
MC-MS CAA4/6, s.o. (FlieBgeschwindigkeit 0,1-5ml/min)
Panasonic GP MF 622, s.o.,

Kappa ImageBase Control, s.o. und Matlab 6.0

Durchflusszelle mit zylindrischem Probenraum (V=0,5 ml’) Eigenbau mit paralleler Anstro-

mung der Probenoberfléche,

Die Aufnahme der SPR-Bilder erfolgte bei einem Einstrahlwinkel des Lichtes, der den maxima-

len Kontrast zwischen Polymerschicht und den mit Reinstwasser gefiillten Poren aufweist. Die

Referenzierung erfolgte durch Differenzbildung der Einzelbilder, mit s- und p-polarisiertem

Licht aufgenommen.
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Tabelle 18: SPR-Methode und Substrate

Probe: Methode Prismenmaterial
Wasser- bzw. wassrige Salz-oder Puf- SPR-Imaging SF10
ferldsungen
Wasser- bzw. wassrige Salz-oder Puf- SPR-Spektroskopie SF6 (Saphir)
ferldsungen
Luft SPR-Imaging BK7
PMMA SPR-Imaging BK7
Adsorbierte Kronenether SPR-Spektroskopie SF6 (Saphir)
SPR-Imaging
Komplexierung durch adsorbierte Kro- SPR-Spektroskopie SF6 (Saphir)
nenether .
SPR-Imaging

8.7 Kontaktwinkelmessung

Tropfenkonturanalyse-System DSA 10/DO 3020 [Kriiss, Germany]

Die Bestimmung des punktuellen Benetzungsverhaltens an Festkdrperoberflichen erfolgt im
sessile-Drop-Modus. Abgesetzt werden jeweils 10x 20ul-Tropfen an verschiedenen Stellen der
Oberfldche. Die Winkelbestimmung pro Tropfen erfolgt dreifach.

8.8 Synthese von 2-(Mercaptomethyl)-18-Krone-6
S-Benzyliertes Diol

Ausgangsmaterial ist das kommerziell erhéltliche Thioglycerol, das mit Benzylchlorid zum
entsprechenden S-Benzylierten Diol umgesetzt wird.

Zu einer 0,165mol (6,94g) NaOH Losung in 95%-igem Ethanol wird unter N,-Spiilung erst
0,144mol (12ml) Thioglycerol und anschlieBend 0,144mol (16,6ml) Benzylchlorid zugegeben.
Es wird 4h bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wird im Vakuum aufkonzentriert. Die Reakti-
onsmischung wird mit 50ml Wasser verdiinnt und 3 mal mit je SO0ml Methylenchlorid extrahiert.
Die organische Phase iiber MgSO, getrocknet, wird im Vakuum erneut aufkonzentriert und
dann in der Kugelrohrdestille getrennt (162°C bei 1,1Torr). Es werden 22g (Ausbeute: 80%) des
farblosen Ols erhalten.

Benzyl-Thiolariat-Ether

Im zweiten Reaktionsschritt wird der Thiolariat-Ether durch Cyclisierungsreaktion des
S-Benzylierten Diols mit Tetraethylenglycolditosylat umgesetzt. Das Produkt ist der Benzyl-
Thiolariat-Ether.

Bei Raumtemperatur werden 9,67g (16,8mmol) Tetracthylenglycolditosylat (95%, getrocknet)
in getrocknetem THF (25ml) unter Argon gelost. Dazu werden 3,05g (15,4mmol) des
S-Benzylierten Diols und in ca. 45ml getrocknetem THF geldste 1,64g NaH (55% in Ol,
37,5mmol) geldst. Die Mischung wird 15h unter Riickfluss erhitzt und anschlieBend im Vaku-
um eingeengt. Mit 20ml Wasser wird der Riickstand verdiinnt und 3x mit je 20ml Ethylenchlo-
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rid extrahiert. Die organische Phase wird mit Wasser gewaschen, tiber MgSO, getrocknet und
im Vakuum eingeengt. Aufreinigung des Rohproduktes erfolgt {iiber Kieselgel-
Siulenchromatographie (Eluent: Ethylacetat). Das Produkt, ein farbloses Ol, wird mit einer
Ausbeute von 60% erhalten.

IR: 3060, 3028, 2868, 1690, 1496, 1454,1352, 1296, 1248, 1128, 992, 948, 848, 768,
702 cm’!

'H NMR: §=2,57 (2H, d, J = 5,8 Hz), 3,57-3,78 (23H, m), 3,76 (2H, s, SCH,Ar), 7,20-7,33
(5H, m), (200 MHz; CDCl;)

MS: m/z 400,2 (berechnete molare Masse: 400,19 g/mol)
CH,CH,OH
NaOH
ﬁ/\ - /YS /\Q
OH
Aufarbeitung:

Kugelrohrdestillation (185-190°C, 3 Torr)

LT 00

OH
THF, Ar [
+ o . o)
) Ts Riickfluss 2TsOH
[ /( K/od
Q Q Aufarbeitung:
bod Saulenchromatographie

o s (o7 e
LT . g
o] T o]

H.O/H* Aufarbeitung:
2 Saulenchromatographie

Abb. 72: Reaktionsschema mit Produktaufarbeitung:

2-(Mercaptomethyl)-18-Krone-6

Im letzten Schritt wird die Benzyl-Gruppe vom Benzyl-Thiolariat-Ether mittels Na in fliissigem
Ammoniak abgespalten.

In einem Dreihalskolben werden 187mg (0,467mmol) in ca. Iml Butanol geldst. Bei Kiihlung
auf -78°C (Trockeneis) werden zu der Losung 50ml NH; kondensiert. Bei dieser Temperatur
wird, nachdem eine klare Losung erhalten wurde, 370mg (16mmol) Na zugegeben. Die blaue
Reaktionslosung wird eine halbe Stunde unter N, geriihrt. Zum Abbruch der Reaktion wird
Ammoniumchlorid zugegeben. Uberschiissiger Ammoniak wird mit N, ausgetrieben. Der Riick-
stand wird mit 10ml konzentrierter Salzséure angesduert und 3x mit je 20ml Methylenchlorid
und 10x mit je 10ml extrahiert. Das im Vakuum aufkonzentrierte Rohprodukt wird an Kieselgel
sdulenchromatographisch gereinigt (Eluent: Methylenchlorid/Methanol 10:1 v/v) und ergibt bei
einer Ausbeute von 60% 83mg des gelben Ols als Produkt.
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IR: 2866, 2554 (SH), 2360, 2342, 2240, 1964, 1727, 1644, 1470, 1454, 1352, 1296,
1249, 1110, 988, 948, 848, 841, 732 cm’’

'H NMR: §=1,56 (1H, t, ] =8,3 Hz), 2,61-2,79 (2H, m), 3,56-3,78 (23H, m), (200 MHz;
CDCl)

MS: m/z 310,2 (berechnete molare Masse: 310,15 g/mol)

8.9 FT-IRRAS-Messungen - Externe gerichtete Reflexion
IR-Spektrometer IFS 88 [ BRUKER, Deutschland]
Messparameter: 2000 Scans, Auflésung 2 cm™, Apertur 2,5 mm

Selbstadsorbierte (SA) Thiol- und Thioetherschichten werden in Reflexion mit streifendem Ein-
fall gemessen. Ein Einfallswinkel des IR-Strahles von 83° erweist sich als optimal, da durch den
langeren Lichtweg bei groBeren Winkeln die Wechselwirkung mit der Analytschicht groBer
wird. Als Apodisationfunktion wird die Blackman-Harris 4-Term Funktion verwendet.

Untersuchungen zur Referenzierung der Proben mit einer selbst adsorbierten Naphthalinthiol-
Schicht zeigen, dass sie bessere Ergebnisse liefert fiir Analyten ohne Arylfunktion als eine
frisch bedampfte Goldschicht auf Glas.
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