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Gradienten sind ein wichtiges Phanomen der Biologie. Sie
sind die Ursache fiir eine Reihe von Orientierungsvorgédngen
und gerichteten Bewegungen, wie der Photo- oder Chemo-
taxis, und sind ebenfalls essenziell fiir die Gewinnung von
Energie oder Schliisselmolekiilen. An Oberfldchen konnen
Konzentrationsgradienten die Morphogenese, die Ausrich-
tung oder gar die aktive Bewegung von Zellen (Haptotaxis)
steuern und spielen damit eine entscheidende Rolle bei der
Zellentwicklung. Typische Haptomere sind Adhésionspro-
teine, deren Oberflichenkonzentrationsgradienten zum ge-
wiinschten Zellverhalten fithren. Allgemein wird davon aus-
gegangen, dass eine Zelle eine Konzentrationsdifferenz von
2-10% zwischen ihren beiden Zellseiten ,,spiiren” muss, um
eine entsprechende biologische Reaktion zu zeigen.['! Da ty-
pische ZellgroBen sich zwischen etwa 2 (Bakterien) und
20 um (eukaryotische Zellen) bewegen, werden offensichtlich
relativ steile Proteinkonzentrationsgradienten notwendig,
deren kiinstliche Herstellung nach innovativen Methoden der
Mikro- und Nanotechnologie verlangt.”
Selbstorganisierende Monoschichten (SAMs) ermogli-
chen die sehr genaue Einstellung von Oberfldcheneigen-
schaften und wurden daher schon oft zur Herstellung che-
mischer Gradienten genutzt. Ublicherweise werden diese
Gradienten durch lokalisierte Abmischung zweier Molekiil-
arten mithilfe ein- oder zweistufiger Verfahren hergestellt,
z.B. mithilfe elektrochemischer Potentialgradienten,®* zeit-
lich kontrollierter Exposition,” diffusionskontrollierten Mi-
krostempelns!® oder Interdiffusionsverfahren entweder in der
Gasphase”® oder in Gelen.” " Diese Verfahren erméglichen
allerdings nur die Herstellung von Gradienten im Millimeter-
oder gar Zentimetermafstab, die dementsprechend flach
sind. Mit mikrofluidischen Aufbauten kann die Gradienten-
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lange bis in den Mikrometerbereich miniaturisiert werden.
Dadurch werden die Gradienten deutlich steiler, allerdings ist
nur eine geringe Strukturvielfalt erzielbar.'"'? Andere Stra-
tegien, die auf elektrochemische Rastertunnelmikroskopie™!
oder UV-Lithographie entweder fiir den graduellen
Abbau™1 oder die Erweiterung'® von SAMs setzen, sind
ebenfalls auf bestimmte Muster oder Groflenordnungen li-
mitiert.
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Abbildung 1. a) C-1s-XP-Spektren und b) C-K-Kanten-NEXAFS-Spektren
(Einfallswinkel 55°) von DDT-SAMs, die entweder nur bestrahlt wurden
(nur NEXAFS) oder nacheinander bestrahlt (verschiedene Dosen) und
2 h in EG7UT/EtOH-Lésung getaucht wurden. Zum Vergleich sind die
Spektren nativer DDT- und EG7UT-SAMs sowie das C-1s-Spektrum
einer DDT-SAM, die unbestrahlt mit der EG7UT/EtOH-L3sung behan-
delt wurde, abgebildet. Die jeweilige Strahlendosis (in mCcm™) ist
direkt an den Kurven angegeben. c) Die relative Zusammensetzung
der gemischten SAMs, wie sie aus den C-1s- (m) und O-1s-XP-Spektren
(@) abgeleitet wurde.
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Wir stellen hier eine Methode vor, mit der mikrometer-
grofle Bioresistenzgradienten hergestellt werden konnen.
Diese Methode beruht auf der strahlungsinduzierten Aus-
tauschreaktion (irradiation-promoted exchange reaction,
IPER) an selbstorganisierenden Monoschichten.") Wie wir
und andere zuvor demonstriert haben, werden Thiolat-ba-
sierte SAMs auf Gold durch Rontgenstrahlung,??! UV-
Licht’???! oder Elektronenbeschuss!'®2! geschadigt, wobei
Konformations- und Orientierungsdefekte sowie Bindungs-
briiche auftreten. Die betroffenen Molekiile lassen sich rela-
tiv leicht aus der Monoschicht entfernen oder durch andere,
ebenfalls zur Bindung befihigte Molekiile ersetzen, wobei so
genannte gemischte SAMs entstehen. Das Ausmaf3 dieses
Austauschs (d.h. die Zusammensetzung der gemischten
SAM) kann durch die Strahlendosis graduell variiert werden.
Wir wollten untersuchen, ob durch die Verwendung von
Elektronenstrahl-Lithographie der IPER-Prozess miniaturi-
siert werden kann und sich auf diese Weise Bioresistenzgra-
dienten herstellen lassen. Von besonderem Interesse ist es, die
AusmaBe der Gradienten bis auf die GroB3e von Zellen, also
einige Mikrometer, zu reduzieren, da die Gradienten an-
dernfalls zu flach ausfallen wiirden, um von Einzelzellen als
solche erkannt zu werden.

Um die generelle Eignung des IPER-Prozesses zur Er-
zeugung gradueller Bioresistenz zu untersuchen, wurden
orientierende Experimente an gleichformig bestrahlten Mo-
noschichten durchgefiithrt. Dazu wurden Dodecanthiolat-
SAMs (DDT-SAMs) auf Gold mit unterschiedlichen Dosen
niederenergetischer Elektronen (10eV) unter Hochvaku-
umbedingungen bestrahlt. Die anschlieBende Austauschre-
aktion erfolgte durch zweistiindiges Eintauchen in eine
Ethanol-Losung von  Heptaethylenglycol-terminiertem
Undecanthiol (HO(CH,CH,0),(CH,),;SH, EG7UT), einem
Molekiil, das bioresistente Monoschichten zu bilden vermag.
Die so entstandenen, gemischten Monoschichten wurden
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durch Roéntgenphotoelektronenspektroskopie (XPS) und
NEXAFS-Spektroskopie (Nahkanten-Rontgenabsorptions-
feinstruktur) untersucht. Insbesondere XPS ermoglicht die
Verfolgung der Austauschreaktion, da das C-1s-Signal der
Kohlenstoffatome in der Alkankette (C—CH,—C) eindeutig
von dem der Kohlenstoffatome im Ethylenglycol(EG)-Teil
(O—CH,—C) der bioresistenten Molekiile unterschieden
werden kann. In Abbildung 1 sind die C-1s-XP-Spektren
einer nativen DDT- und einer nativen EG7UT-SAM sowie
die Spektren der IPER-prozessierten DDT-Monoschichten
mit EG7UT als Substituent dargestellt. Das Ausmal} der
Austauschreaktion ldsst sich durch die Bestrahlung steuern:
Wihrend bei unbestrahlten DDT-Schichten fast kein Aus-
tausch stattfindet, steigt die Menge an eingebautem EG7UT
mit zunehmender Elektronendosis bis zu einem bestimmten
Niveau (etwa 30 %, siche Abbildung 1c); bei hoheren Dosen
ist die Substitution gehindert. Zum gleichen Resultat fithren
die O-1s-XP-Spektren (sieche Hintergrundinformationen)
sowie die in Abbildung 1b gezeigten C-K-Kanten-NEXAFS-
Spektren.

Die C-K-Kanten-NEXAFS-Spektren geben zudem Hin-
weise auf die Primérprozesse des IPER-Verfahrens. Das be-
obachtete Sattigungsverhalten lésst sich durch zwei konkur-
rierende elektroneninduzierte Prozesse erkliren: 1) Der
schnellere Prozess umfasst die Spaltung von C-H-, C-C- und
S-Au-Bindungen sowie die Erzeugung von Konformations-
und Orientierungsdefekten.” Dies bewirkt eine Verringe-
rung der Bindung der betroffenen Molekiile zum Substrat
und zu ihren unmittelbaren Nachbarn. Diese Molekiile lassen
sich deswegen relativ leicht durch externe Molekiile im
nachfolgenden, nasschemischen Schritt ersetzen.'s! 2) Der
langsamere Prozess, der erst bei hoheren Strahlendosen re-
levant wird, ist die Vernetzung der SAM durch intermole-
kulare C-C-Verkniipfung,®® wodurch der Austausch mit ex-
ternen Molekiilen gehindert wird.'® Dies zeigt Abbildung 2,
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Abbildung 2. Der molekulare Mechanismus des IPER-Prozesses. Wihrend mit nativer DDT-SAM kaum eine Substitution durch EG7UT-Molekiile
stattfindet (Phase A, rot), erméglichen die durch die Bestrahlung induzierten Defekte die Austauschreaktion mit EG7UT (Phase B, griin). Nach
langerer Bestrahlung wird die Vernetzungsreaktion zwischen den Molekiilen signifikant und verhindert so zumindest teilweise die Austauschreak-
tion (Phase C, gelb). Derselbe Farbcode wird in den nachfolgenden Abbildungen zur Kennzeichnung der verschiedenen Phasen verwendet.
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in der auch die Félle der unbestrahlten sowie der mit niedri-
gen Dosen bestrahlten SAMs dargestellt sind. In der Folge
werden wir uns immer auf den Zustand nach der Bestrahlung
beziehen und nennen den unbestrahlten Zustand Phase A
(rot hinterlegt), den Zustand mit einer positiven Korrelation
zwischen der Strahlendosis und dem Ausmal} der Aus-
tauschreaktion Phase B (griin) und den Zustand des ver-
netzten Films Phase C (gelb).

Zur Untersuchung der Bioresistenz der Schichten nach
Bestrahlung und Eintauchen wurden verschiedene Proteine
als Modellsysteme verwendet (Untersuchungen mit Zellen
werden folgen). In der Tat wurde eine starke Abhéngigkeit
der Proteinschichtdicke von der Strahlendosis gefunden
(Abbildung 3): Bei kleinen Dosen wird die Oberfliche mit
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Abbildung 3. Die optische Schichtdicke des adsorbierten Proteinfilms
auf den IPER-prozessierten SAMs in Abhingigkeit von der Strahlen-
dosis (10-eV-Elektronen); m BSA, @ y-Globulin, A Fibrinogen. Das Mi-
nimum bei etwa 0.75 mCcm™? fiir die Fibrinogen- und Globulin-
Kurven zeigt den Ubergang von der Phase B zur Phase C an. Siehe
auch Abbildung 1c zur Schichtzusammensetzung an den betreffenden
Punkten.

zunehmender Dosis immer proteinresistenter, bis bei etwa
0.75 mCcm™ ein Optimum erreicht wird, was allerdings nur
fiir das Rinderserumalbumin (BSA) eine vollstindige Bio-
resistenz bedeutet. Die beiden anderen untersuchten Protei-
ne, Fibrinogen und y-Globulin, sind offensichtlich deutlich
adhésiver, weshalb die Schichtdicke ihrer jeweiligen Schich-
ten nur auf etwa 45% des Wertes fiir eine unbehandelte
DDT-SAM reduziert werden konnte. Dieser Wert stimmt
sehr gut mit Befunden iiberein, die Prime und Whitesides fiir
gemischte, aus Losung abgeschiedene Monoschichten (ohne
Gradienten) erhielten: Auf einer Schicht, die aus 70%
Undecanthiol und 30% des etwas kiirzeren EG6UT bestand
(und damit dem EG-Thiol-Gehalt entsprach, der bei einer
Dosis von 0.75 mCcm 2 erzielbar ist), wurde etwa halb soviel
Fibrinogen abgeschieden wie auf einer reinen Undecanthio-
lat-SAM.P7!

Allerdings haben gemischte Monoschichten, die durch
Eintauchen in eine gemischte Thiol-Losung™ oder durch
Interdiffusion der Komponenten hergestellt wurden, (min-
destens) zwei Nachteile: Es ist keine exakte Steuerung der
lokalen Zusammensetzung moglich, und die Molekiile
konnen innerhalb der Schichten zu Doménen segregieren. Im
Unterschied dazu zeichnen sich die durch IPER hergestellten,
gemischten DDT-/EG7UT-Schichten wahrscheinlich durch
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eine molekulare Durchmischung aus, da die strahlungsindu-
zierten Defekte, an denen der Austausch stattfindet, statis-
tisch iiber den Film verteilt sind. Die Fokussierbarkeit der
Elektronenstrahlen ermoglicht zudem eine lokale Einstellung
der Austauscheffizienz — und damit in unserem Fall auch der
Proteinresistenz — auf verschiedenen Lidngenskalen bis hin-
unter in die GroBBenordnung von Zellen, also typischerweise
einige Mikrometer.

Fiir die Fokussierung nutzten wir den Elektronenstrahl
(1 keV) eines Rasterelektronenmikroskops, ausgeriistet mit
einer Schreibeinheit (pattern generator), mit dem sich Gra-
dientenlinien in die DDT-Schichten schreiben lieBen. Diesem
Schreibprozess folgte die Entwicklung des Musters durch
Eintauchen in die EG7UT-Losung in der bereits beschriebe-
nen Weise, bevor das Adsorptionsverhalten der so erzeugten
Gradienten gegeniiber Proteinen ermittelt wurde. Raster-
kraftmikroskopische (AFM-)Aufnahmen (Abbildung 4a)
zeigen die erzeugten Streifen von 3 pm Breite und 25 um
Lénge deutlich als Furchen in einer Umgebung, die komplett
von einer dicken Proteinschicht bedeckt ist, da es sich hier ja
um eine unbestrahlte DDT-SAM (Phase A) handelt. Zu-
séatzlich zur Furchenbildung, die fiir Proteinresistenz spricht,
féllt auch ein ausgepréigtes Minimum auf, das sich in Furchen
mit unterschiedlichen Gradienten an unterschiedlichen Stel-
len befindet. Dieses Minimum der Proteinaffinitét (d.h. Ma-
ximum der Proteinresistenz) findet sich jeweils an Stellen, die
einer Strahlendosis von etwa 0.3 mCcm™ ausgesetzt waren
(Abbildung 4b). Dieser Wert ist etwa um den Faktor 2.5
kleiner als die optimale Dosis, die in den Experimenten mit
den gleichférmig bestrahlten Schichten ermittelt wurde, was
durch die unterschiedliche Primirenergie der jeweils ver-
wendeten Elektronen erklarbar ist (1keV gegeniiber
10eV).

Wihrend die Abnahme der Proteinschichtdicke im Be-
reich niedriger Strahlendosen stetig mit der Dosis korreliert
(Phase B), ist die Situation auf der anderen Seite der Minima
komplexer: Die Proteinresistenz nimmt nach dem Durch-
laufen zunéchst ab, bis ein Niveau erreicht ist, auf dem wéih-
rend der Bestrahlung die austauschférdernde Defektbildung
und die austauschhindernde Vernetzung (Phase C) offen-
sichtlich ein dynamisches Gleichgewicht erreichen. Bei sehr
hohen Strahlendosen (>2 mCcm™) scheint die Defektbil-
dung erneut so signifikant zu werden (kompletter Abbau der
Schicht), dass wieder neue Adsorptionsplitze fiir die EG7TUT-
Molekiile frei werden, sodass die Proteinresistenz wieder
leicht zunimmt. Fiir zukiinftige Anwendungen empfehlen wir
jedoch, die Strahlendosen im Bereich der Phase B zu halten,
in der die Fliachendosis und die Proteinresistenz positiv kor-
relieren.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass die Kombi-
nation aus IPER und Elektronenstrahl-Lithographie eine
geeignete Methode zur Erzeugung von Proteingradienten im
Mikrometermafstab ist. XPS- und NEXAFS-Untersuchun-
gen haben bestétigt, dass es wiahrend des IPER-Prozesses zu
einer strahlungsinduzierten Schédigung der SAM kommt und
die Molekiile im bestrahlten Bereich leicht durch andere er-
setzt werden konnen. Dies konnte anhand der Austausch-
reaktion mit einem proteinresistenten, Ethylenglycol-termi-
nierten Thiol an bestrahlten DDT-SAMs gezeigt werden.
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Abbildung 4. a) AFM-Aufnahme einer Proteinschicht, die durch Ad-
sorption von Fibrinogen an ein durch Elektronenstrahl-Lithographie
strukturiertes DDT/EG7UT-Templat hergestellt wurde. Die Strahlendo-
sis wurde entlang der Streifen von 0-0.5 (1), 0-1 (I1) und 0-3 mCcm™?
(111) variiert. b) Héhenprofile entlang der Proteingradienten-Streifen
(die Linien zeigen die entsprechenden Trends an). Die Adsorption des
Proteins ist eindeutig eine Funktion des EG7UT-Anteils in der ge-
mischten DDT/EG7UT-Schicht. Die Gradienten erscheinen als Fur-
chen, da die nicht bestrahlte Matrix (unverinderte DDT-SAM) mit
einer dicken Proteinschicht bedeckt ist.

Weiterhin wurde nachgewiesen, dass das Ausmaf} der Aus-
tauschreaktion, und damit die Zusammensetzung der resul-
tierenden SAM, prizise liber die verwendete Strahlendosis
gesteuert werden kann, wobei dieses Ausmaf3 durch die
Konkurrenz zwischen der Defektstellenbildung und der Ver-
netzung in der Schicht bestimmt wird. Mit Elektronenstrahl-
Lithographie konnen hoch reproduzierbar Gradienten be-
liebiger Steilheit geschrieben werden. Wir erwarten, dass
dieses Verfahren fiir die Herstellung von Proteinchips ver-
wendet werden kann und dariiber hinaus die Untersuchung
des FEinflusses exakt definierter Gradienten auf die Mor-
phogenese, Ausrichtung oder Chemotaxis lebender Zellen
ermoglichen wird.
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