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99.2003(11), y=1064211(14)°, V=4122890(15)A%, Z=1, ppu=
3.32766(12) Mgm™3, u=20.062 mm~!, F(000)=368. Nonius-Kappa-CCD,
Mog,-Strahlung, 1 =0.71073 A, T= 20003) K, 6=2.72-2748°in —7<h<
7, —10<k <10, —12<I1<12, 7569 gemessene Reflexe, 1881 unabhingige
Reflexe (R;, =0.0581), 1722 beobachtete Reflexe (F>40(F)). Programm
zur Strukturldsung: SIR97l Direkte Methoden, R-Werte (F>40(F)):
R1=0.0330, wR2 =0.0836 (alle Daten), GOF(F?) =1.073, max./min. Rest-
elektronendichte 1.957/ — 1.979 ¢ A-3, Programm zur Strukturverfeinerung:
SHELXL-97.20-21]
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Mikrostrukturierung von Oberflichen durch
reaktive Polymerbeschichtungen**

Jorg Lahann, Insung S. Choi, Jinwook Lee,
Klavs F. Jensen und Robert Langer*

Das Design strukturierter Mikroumgebungen auf einer
Produktoberfliche wurde durch methodisch unterschiedliche
Ansitze verfolgt, zu denen softlithographische Methoden wie
das Mikrokontaktdrucken (microcontact printing, wCP) und
das Mikroformen in Kapillaren (MIMIC) zihlen.'l Diese
Verfahren wurden zur Herstellung verschiedener Oberfla-
chenstrukturen (z.B. Protein- und Zellanordnungen) sowie
zur Mikro- und Nanofertigung verwendet. Mogliche An-
wendungen schlieen die gezielte Beeinflussung von Zellfor-
men,B! die Entwicklung von mikroelektronischen Bauteilen
wie optischen Anzeigen,* elektronischen Schaltkreisen oder
LasernP! sowie die Herstellung von dreidimmensionalen
Mikrostrukturen!® oder mikrofluiden Systemen ein.”) Ein
Schliisselschritt ist im Allgemeinen die rdumlich differen-
zierte Selbstorganisation von Monoschichten auf dem Sub-
strat.’l Von den vielen bislang untersuchten Systemen fanden
nur auf Siliciumdioxid selbstorganisierte Siloxanel® sowie auf
Gold selbstorganisierte Alkanthiolate!” weitere Anwendung.
Biomedizinische Produkte werden jedoch nur in den seltens-
ten Fillen aus Silicium oder Gold hergestellt, meist werden
Polymere sowie andere Metalle verwendet. Fiir derartige
Produkte ist die Mikrostrukturierung eine groffe Herausfor-
derung und bislang nur in Ausnahmefillen gelungen.''] Eine
wesentliche Limitierung ergibt sich aus dem Mangel an
ausreichend vielen und gleichméBig verteilten funktionellen
Gruppen auf der Substratoberfliche, die zum Aufbau weiter-
reichender Strukturelemente notwendig sind. Hochenerge-
tische Oberflichenbehandlungen z.B. mit Gasplasmen,['?
Laser! oder Tonenstrahlen!'J wurden zur Funktionalisierung
von Oberfldchen fiir biomedizinische Anwendungen verwen-
det. Kiirzlich wurde Polyethylenterephthalat in einer mehr-
stufigen Synthese oberflaichenmodifiziert, um eine Oberfla-
che fiir das pCP von biologischen Liganden zu schaffen.!'”]
Alternativ wurden CVD-Beschichtungen (CVD = Chemical
Vapor Deposition, chemische Dampfabscheidung) entwi-
ckelt, die Amino- oder Hydroxygruppen fiir die Bildung von
Konjugaten mit Biomolekiilen aufweisen.') Zwar ist das
Verfahren der CVD-Polymerisation seit iiber 30 Jahren
bekannt,['”! doch wurde es erst kiirzlich erstmals zur Herstel-
lung von funktionalierten Beschichtungen aus [2.2]Paracyclo-
phanen in Hinblick auf eine nachfolgende Immobilisierung
von Biomolekiilen eingesetzt.['®]

Bei Amino- oder Hydroxy-funktionalisierten Poly-para-
xylylen-Beschichtungen muss dem Immobilisierungsschritt
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eine Aktivierung vorausgehen. Diese erfolgt im Allgemeinen
durch die Verwendung von divalenten Spacern wie Hexame-
thylendiisocyanat.l'! Dieser zusitzliche Aktivierungsschritt
mindert die Moglichkeiten zur Mikrostrukturierung und fiihrt
zu einer Kontamination des Substrates mit organischen
Losungsmitteln und fliichtigen Chemikalien. Diese Verunrei-
nigung der Oberfldche macht wesentliche Vorteile von CVD-
Beschichtungen zunichte, wie deren geringe intrinsische
Cytotoxizitit, die eine Folge der Abwesenheit von schidli-
chen Losungsmitteln, Initatoren oder Beschleunigern wih-
rend der Polymerisation ist. Daher wire ein Verfahren zur
Polymerbeschichtung, das in einem Schritt, d.h. ohne weitere
chemische Umsetzung, reaktive funktionelle Gruppen zur
Anbindung von Liganden zur Verfiigung stellt, von grolem
Interesse.

Wir berichten hier tiber ein Verfahren zur Herstellung
strukturierter Mikroumgebungen, das auf der Verwendung
von Poly(para-xylylencarbonsidurepentafluorphenylester-co-
para-xylylen) 5 beruht. Die Beschichtung ist grundsitzlich
fiir alle Substrate anwendbar, die im Vakuum stabil sind. Der
Einfachheit halber schlagen wir den Begriff ,reaktive Poly-
merbeschichtung® fiir Beschichtungen mit Polymeren wie §
vor. Durch die reaktive Polymerbeschichtung 5 wird das
Substrat mit Aktivestergruppen ausgestattet, iber die Ligan-
den (Biomolekiile) mit Aminogruppen direkt angebunden
werden konnen. Als Anwendungsbeispiel diente das pCP
eines Biotin-Liganden. Bewertet wurde das Mikrostrukturie-
rungsverfahren anhand der rdumlich strukturierten Selbst-
organisation von Fluorescein-markiertem Streptavidin.

[2.2]Paracyclophan-4-carbonsédurepentafluorphenylester 4
wurde in drei Stufen aus [2.2]Paracyclophan 1 hergestellt.
Die Friedel-Crafts-Acylierung von 1 mit Trifluoressigsdurean-
hydrid und AICl; im Uberschuss lieferte 4-Trifluoracetyl[2.2]-
paracyclophan 2 in 92% Ausbeute. Die Hydrolyse von 2 zu
4-Carboxy[2.2]paracyclophan 3 (93 % Ausbeute) und dessen
anschlieBende Umsetzung mit Pentafluorphenyltrifluoracetat
fiihrte zum Endprodukt 4.

Ein diinner Film des Polymers 5 wurde auf dem Substrat
durch CVD-Polymerisation von 4 abgeschieden (Schema 1).
Dabei wurde hochreines 4 (Dimer) bei einem Druck von
0.2 mbar und Temperaturen zwischen 120 und 130°C subli-
miert. Gasformiges 4 wurde anschliefend in die auf 600°C

O 600 °C, 0.2 mbar
Pyrolyse

erhitzte Pyrolysekammer iiberfiihrt, unter diesen Bedingun-
gen werden die C-C-Briicken unter Bildung der entsprechen-
den Chinodimethane (Monomere) gepalten. Im letzten
Schritt wurden die Monomere auf dem Substrat bei Tempe-
raturen von ca. 45°C adsorbiert, was zu ihrer spontanen
Polymerisation fiihrte. Durch die CVD-Polymerisation von 4
wurden transparente und topologisch gleichméBige Polymer-
filme mit Schichtdicken zwischen 90 und 600 nm hergestellt.
Die Schichtdicke wird im Wesentlichen durch die eingesetzte
Menge an 4 bestimmt. Die Schichtdicke eines Polymerfilms,
der durch Abscheidung von 30 mg 4 erhalten wurde, wurde
durch spektroskopische Ellipsometrie zu 190.0(+5.8) nm
bestimmt. Die Oberfldchentopologie wurde rasterkraftmikro-
skopisch untersucht: Die mittlere (root-mean square) Rau-
higkeit im Bereich eines 1 pm? groBen Ausschnitts betrug
0.4 nm. In einer wasserfreien Luftatmosphére ist die reaktive
Beschichtung chemisch stabil. Proben, die mehrere Wochen
in einer wasserfreien Atmosphire gelagert wurden, unter-
schieden sich in ihrer chemischen Zusammensetzung sowie in
ihrem chemischen Verhalten nicht signifikant von frisch
préparierten Proben.

Die Elementzusammensetzung von 5 wurde durch Ront-
genphotoelektronenspektroskopie  (X-ray photoelectron
spectroscopy, XPS) bestimmt und war in guter Ubereinstim-
mung mit der theoretisch erwarteten Zusammensetzung. Eine
Zersetzung der Pentafluorphenylestergruppe war vernach-
lassigbar, sofern eine Pyrolysetemperatur unter 600°C und
ein Arbeitsdruck zwischen 0.1 and 0.2 mbar gewihlt wurden.
Bei hoheren Pyrolysetemperaturen tritt ein signifikanter
Verlust an Fluor infolge der Zersetzung der Pentafluorphe-
nylestergruppe auf, wie XPS-Messungen ergaben. Das IR-
Spektrum von 5 zeigte bei 1762 cm~! die fiir eine Estergruppe
charakteristische Carbonylbande. Dass die Estergruppe in-
takt bleibt, bestdtigten die charakteristischen Banden der
C-F-Valenzschwingungen bei Wellenlédngen zwischen 997 und
1036 cm™! und die Banden der symmetrischen und asymmet-
rischen C-O-C-Valenzschwingungen bei Wellenldngen von
1176 und 1246 cm~. Die reaktive Beschichtung haftet sehr gut
auf unterschiedlichen Materialien wie Polydimethylsiloxan
(PDMS), Polytetrafluorethylen, Polycarbonat, Chromnitrid,
Gold und Silicium. Das Polymer 5 ist unloslich in iiblichen
Losungsmitteln wie Dimethylformamid, Chloroform, Aceton,

45°C, 0.2 mbar
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Schema 1. Reaktive Beschichtung mit dem Polymer 5, das durch CVD-Polymerisation von 4 erhalten wurde, die Polymerisation verlduft tiber
Chinodimethanintermediate, die im Gleichgewicht mit den entsprechenden Diradikalen stehen.
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Ethanol oder wéssrigen Losungen. Die mechanische Stabilitét
der Beschichtung aus 5 auf einem Goldsubstrat war nach
siebentédgiger Lagerung in einem wiéssrigen Phosphatpuffer
(pH 7.4) bei Raumtemperatur nicht vermindert, und auch
nach sechsstiindiger Soxhlet-Extraktion mit Aceton war die
Adhision der reaktiven Beschichtung noch sehr gut. Die
Haftung wurde dariiber hinaus mit Hilfe eines 1 cm? groBen
Klebestreifens (Scotch) untersucht, der vorsichtig auf die
Polymeroberflidche gedriickt und dann wieder entfernt wurde.
Der verbleibende Polymerfilm war laut Untersuchung durch
optische Mikroskopie und IR-Spektroskopie mechanisch und
chemisch intakt.

(+)-Biotinyl-3,6,9-trioxaundecandiamin 6 wurde als Ligand
verwendet, um durch pCP verschiedene Strukturen auf mit
dem Polymer 5 beschichteten Goldsubstraten zu erzeugen
(Schema 2). Dieser auf Biotin basierende Ligand wurde
deshalb ausgewdhlt, weil Biotin ein Prototyp eines kleinen
Liganden ist. Seine Wechselwirkung mit Streptavidin ist durch
starke nichtkovalente Bindungen charakterisiert und er6ffnet
so die Moglichkeit, das Protein auf der Oberfliche auf
einfache Art anzuordnen. Streptavidin ist ein weit verbrei-
tetes Immobilisierungsprotein, das auf gegeniiberliegenden
Seiten paarweise angeordnete Bindungsstellen aufweist. Da-
her ist es im oberflichengebundenen Zustand eine universelle
Plattform zur Mikrostrukturierung mit Biotin-markierten
Biomolekiilen. Zum Nachweis der Mikrostrukturen wurde
Fluorescein-markiertes Streptavidin verwendet. Eine mikro-
skopisch groBe Druckvorlage (Stempel) aus PDMS wurde
mithilfe einer photolithographisch hergestellten Siliciumma-
trize angefertigt.”) Die PDMS-Druckvorlage wurde unmit-
telbar vor Gebrauch in einem Sauerstoffplasma oxidiert.’!
Der Ligand 6 wurde mithilfe der PDMS-Druckvorlage bei
einer Kontaktdauer von 60 s auf die mit Polymer 5 beschich-
tete Substratoberflidche gedruckt. Die Anbindung des Ami-
noliganden wurde IR-spektroskopisch anhand der fiir primé-

Photolithographie] [ Substrat
Matrl Beschichtung mit
RO Si dem Polymer §
PDMS;
ablésen
Stempal —» PDMS

A,

re Amide typischen Banden bei 1653 und 1578 cm™! im
Spektrum von 5 nach dem 60-sekiindigen uCP von 6 nachge-
wiesen. Die verbliebenen Pentafluorphenylestergruppen wur-
den mit 2-(Aminoethoxy)ethanol 7 umgesetzt, um die un-
bedruckten Bereiche der Oberfliche zu passivieren. Durch
Mikrostrukturierung der Sub-
stratoberfliche in Bereiche
mit abwechselnd adhésions-
forderndem oder adhésions-
verhinderndem Charakter
sollte Streptavidin in rdumlich
kontrollierter Weise durch
Selbstorganisation gebunden
werden. So wurden mit 6
strukturierte Substrate in ei-
ner Losung von Fluorescein-
konjugiertem Streptavidin in
wassrigem Phosphatpuffer
(pH 7.4) inkubiert, der 0.1 %
(w/v) Rinder-Serumalbumin
und 0.02% (v/v) Tween 20
(Polyoxyethylensorbitanmo-

nolaurat) enthielt. Die mikro-
strukturierten ~ Oberflichen
wurden fluoreszenzmikrosko-
pisch untersucht, Abbildung 1
zeigt zwei typische fluoreszenz-
mikroskopische Aufnahmen.
Das  Fluorescein-markierte
Streptavidin wurde ausschlie3-
lich in Bereichen adsorbiert, die zuvor mit Biotin beschichtet
worden waren. Ein scharfer Kontrast zwischen Biotin-be-
schichteten und unbeschichteten Bereichen ist im Bild zu er-
kennen. Beide Aufnamen belegen die Homogenitit und
Gleichférmigkeit der reaktiven Beschichtung auf dem Substrat.

50pm

Abbildung 1. Fluoreszenzmik-
roskopische Aufnahmen von
Fluorescein-markiertem Strep-
tavidin, das an den Liganden 6
gebunden ist, welcher zuvor
durch pCP auf die reaktive
Beschichtung 5 gedruckt wur-
de. a) Kreise mit einem Radius
von 25 um; b) Linien mit einer
Breite von 50 pm.

Schema 2. Raumlich strukturierte Oberflichenmodifizierung eines zuvor mit Polymer 5 beschichteten Substrates durch
uCP. Mit einer PDMS-Druckvorlage (Stempel), die mittels einer Siliciummatrize hergestellt wurde, wurde 6 auf das
Polymer 5 gedruckt. Die verbleibenden Oberflichenbereiche wurden durch Umsetzung mit 7 passiviert.
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FEin neuartiges und im Prinzip substratunabhéngiges Ver-
fahren zur Herstellung von reaktiven Beschichtungen wurde
entwickelt und zur Bildung von strukturierten Mikroumge-
bungen eingesetzt. Die resultierenden Oberflichen sind
interessant fiir biomedizinische Anwendungen in Bereichen
wie dem Kkiinstlichen Gewebeersatz, der Wirkstoffentwick-
lung oder der molekularen Diagnostik.

Experimentelles

2: Eine Losung von Trifluoressigsdureanhydrid (6.75 mL, 47.75 mmol) in
Dichlormethan (30 mL) wurde bei 0°C zu einer Suspension von AlCl,
(5.7 g, 43.13 mmol) in Dichlormethan (120 mL) gegeben. Nach 15 min
wurde 1 (5 g, 24.03 mmol) zugegeben, wobei die Temperatur unter 5°C
gehalten wurde. Nach 30 min Rithren bei Raumtemperatur wurde die
Losung auf 0°C abgekiihlt und konzentrierte wissrige HCI-Losung
(4.4 mL) zugegeben. Die Extraktion mit Dichlormethan und die anschlie-
Bende sdulenchromatographische Reinigung lieferten 2 in 92 % Ausbeute.
'H-NMR (300 MHz, CDCl;, TMS): 6 =2.90-3.25 (7H, CH,), 3.95 (1H,
CH,), 6.47 (4H, CH), 6.63 (1H, CH), 6.78 (1H, CH), 7.11 (1H, CH); 1*C-
NMR (75 MHz, CDCl;, TMS): 6 = 34.54, 35.07, 35.09, 36.31, 118.47, 130.10,
131.36, 132.42, 132.98, 134.67, 136.96, 138.87, 139.39, 139.92, 140.26, 145.41,
145.21, 182.00; IR (KBr): 7=844, 986, 1136, 1204, 1708, 2857, 2928,
3047cm™'; MS (70eV): mlz: 304 [M'], 235 [C,H;sCO'], 200
[CsH,COCF;*], 131 [CgH,CO], 105 (100) [CsHo"], 78 [CsH ], 77 [CeHs ™.

3: Verbindung 2 (5 g, 16.45 mmol) wurde 4.5 h in wissriger KOH (10 %
(w/v), 125 mL) unter Riickfluss erhitzt. Feste Riickstinde wurden ab-
filtriert und mit Chloroform gewaschen. Die organische Phase wurde mit
Wasser extrahiert. Bei der anschlieenden Titration der wéssrigen Phase
mit konzentrierter wéssriger HCl fiel 3 in Form eines Niederschlags aus, der
aus Essigsdure/Wasser (9/1, v/v) umkristallisiert wurde (Ausbeute 86 % ).
'H-NMR (300 MHz, CDCl;, TMS): 6 =2.86-3.25 (7H, CH,), 422 (1H,
CH,), 6.52 (2H, CH), 6.59 (3H, CH), 6.71 (1H, CH), 7.28 (1H, CH), 14.03
(1H, COOH); BC-NMR (100 MHz, DMSO, TMS): § =34.79, 34.81, 34.99,
35.79, 131.45, 131.92, 132.36, 132.99, 133.45, 135.56, 136.23, 136.34, 139.53,
139.72,139.84,142.27,168.47; IR (KBr): 7 =867, 928, 1304, 1686, 2854, 2938,
3010, 3425 cm~'; MS (70 eV): m/z: 252 [M], 148 [CsH,COOH™*], 105 (100)
[CsHy*], 104 [CsHy*], 91 [C;H;7], 78 [CoH™].

4: Eine Losung von 3 (1g, 3.94 mmol), Pentafluorphenyltrifluoracetat
(0.7 mL, 4.07 mmol) und Pyridin (0.4 mL, 5.0 mmol) in Tetrahydrofuran
(10 mL) wurde 12 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Losung wurde im
Vakuum eingeengt und der Riickstand in Ethylacetat (35 mL) gelost. Die
Extraktion mit Ethylacetat und die anschlieBende sdulenchromatographi-
sche Reinigung lieferten 1.15g 4 (88%). 'H-NMR (300 MHz, CDCl;,
TMS): 6=2.92-2.99 (1H, CH,), 3.07-3.23 (6H, CH,), 4.10 (1H, CH,),
6.51 (1H, CH), 6.54 (1H, CH), 6.60 (1H, CH), 6.65 (1H, CH), 6.68 (1H,
CH), 6.81 (1H, CH), 7.39 (1H, CH); *C-NMR (75 MHz, CDCl;, TMS):
0 =34.80, 35.32, 35.45, 36.38, 125.79, 127.50, 131.74, 132.51, 133.28, 133.53,
136.59, 136.81, 138.01, 138.52, 139.71, 139.94, 140.10, 140.12, 140.80, 141.24,
143.50, 145.10, 159.51; IR (KBr): 7 =513, 630, 693, 790, 852, 902, 994, 1040,
1122, 1163, 1255, 1516, 1757, 2853, 2898, 2926, 2955, 3015 cm™'; MS (70 eV):
miz: 418 [M*], 314 [CsH,CO,C¢Fs*], 251 [CisH,;5CO,*], 235 [CisHsCO*],
131 [CsH,CO™], 104 (100) [CsHy ], 77 [CsHs].

5: Zur Polymerisation von 4 wurde eine CVD-Anlage bestehend aus
Sublimations-, Pyrolyse- und Abscheidungskammer verwendet.?!! Die
Sublimationskammer wurde mit 4 (30 mg, 0.07 mmol) beschickt und das
Substrat, z.B. ein Gold-beschichtetes Siliciumsubstrat, in der Abschei-
dungskammer fixiert, die auf 45°C erwdrmt wurde. Der Arbeitsdruck
wurde auf 0.2 mbar eingestellt und die Pyrolysezone auf 600°C erhitzt.
Danach wurde 4 langsam durch Erwédrmen der Sublimationszone auf 120—
130°C sublimiert. Unter diesen Bedingungen war die Abscheidungsge-
schwindigkeit 0.4 As1.

Die ellipsometrischen Untersuchungen wurden mit einem spektroskopi-
schen Ellipsometer (J. A. Woollam Inc., USA) bei variablen Winkeln unter
Verwendung eines Cauchy-Models zur Kurvenanpassung durchgefiihrt.
Zur Rasterkraftmikroskopie wurde ein NanoScope-1II-Gerdt (Digital
Instruments Inc., USA) verwendet.
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XPS (Atomverhiltnis): F,/Cs: 31.7% (ber.: 21.7%), O,/C,,: 74 % (ber.:
8.7%), C-F/C-C:28.3% (ber.:31.3%), C-O/C-C: 5.7 % (ber.: 6.3 %), C=0/
C-C: 54% (ber.: 6.3%); IR (Einfallswinkel 85°): ¥ =658, 829, 997, 1036,
1176, 1246, 1450, 1471, 1497, 1523, 1762, 2862, 2931, 3025, 3054 cm ..
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