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Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neue Anwendungsmoglichkeiten fiir die Dip-Pen Nanoli-
thographie (DPN) entwickelt. Im Fokus hierbei standen mdogliche Applikationen, die in biolo-
gischen /medizinischen Bereichen Anwendung finden sollten. Bei der DPN handelt es sich um
eine konstruktive Nanolithographie-Technik, bei der mit Hilfe der Spitze der Blattfeder (eng.
cantilever) eines Rasterkraftmikroskopes ein Molekiiliibertrag und somit eine Nanostrukturie-
rung erfolgt. Die Ansatzpunkte zur Entwicklung neuer Anwendungen ergaben sich hierbei aus

den Grenzen der etablierten Applikationen der DPN selbst.

Die mit der Entwicklung der DPN 1999 vorgestellte und seit dem vorwiegend verwendete ,;mo-
lekulare Tinte* basiert auf Thiol-Verbindungen, die auf Goldsubstraten appliziert werden. In-
nerhalb dieser Arbeit konnte erfolgreich gezeigt werden, dass sich ebenfalls Azid-Verbindungen,
die auf reaktive Polymerschichten appliziert wurden und iiber eine einfache Click-Reaktion
(Huisgen 1,3-Cycloaddition) an diese kovalent banden, als ,molekulare Tinte* fiir die DPN eig-
neten. Die grofe Diversitdt an Substraten, auf der die Polymerschichten aufgetragen werden
konnen, als auch deren Biokompatibilitdt entsprechen den Anforderungen hinsichtlich zukiinf-
tiger Anwendung in der Biologie oder Medizin.

Eine weitere Limitierung der DPN ergibt sich aus der Natur der verwendeten ,molekularen
Tinten“, genauer gesagt deren Eigenschaft Monolagen auf dem Substrat auszubilden. Durch
den Einsatz von Phospholipiden als ,molekulare Tinte“ konnten in dieser Arbeit nicht nur
dreidimensionale Strukturen generiert, sondern auch deren Funktionalitdt, die allein auf ihrer
dreidimensionalen Form basierte, nachgewiesen werden. Hierfiir wurden Beugungsgitter, peri-
odische Strukturen mit definierten Abstinden, hergestellt, die eine markierungsfreie, optische
Detektion von Biomolekiilen in Losungen erlaubten. Thre Funktion basiert auf der Verdnderung
der Hohe des Beugungsgitters nach Analytbindung und daraus resultierend einer Verdnderung
des vom Gitter gebeugten Lichts. Dariiber hinaus konnte ebenfalls die Integration dieser Gitter
in ein bestehendes optisches System, wie Wellenleiter demonstriert werden.

Der dritte Teilaspekt dieser Arbeit beschiftigte sich gezielt mit der Integration von DPN
generierten Strukturen in bestehende (optische) Systeme bzw. die Beschriftung von vorstruk-
turierten Substraten. Aufgrund der prizisen Positionierungsméglichkeit der DPN konnte der
Rand von Toroiden, kelchartigen photonischen Strukturen (& ~ 40 pm), die als optische Reso-
natoren fungieren, mit einer ,molekularen Tinten“ beschriftet werden. Es handelte sich hierbei
um Phospholipid-Mischungen, die sowohl eine fluoreszente, als auch funktionelle Komponente
enthielten. Der Fluoreszenzfarbstoff stellte das Lasermaterial dar, welches unter Anregung und
durch die Resonatorstruktur des Toroids zu einer stimulierten Emission fiithrte. Durch Anbin-
dung eines Analyts an die funktionelle Komponente, kommt es zu einer Phasenverschiebung der

stimulierten Emission, wodurch eine Detektion des Analyts in einer Losung realisiert wurde.
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1 Einleitung

A here’s plenty of room at the bottom“ ist der Titel und stark zusammengefasst die

TKernaussage der Rede von Richard P. Feynmann, die er 1959 auf der jahrlichen Ver-
sammlung der American Physical Society in Kalifornien hielt.! Diese Vision, die er entwarf,
wird im Allgemeinen als die erste dokumentierte Beschreibung der Nanotechnologie angesehen.
Seine Idee, dass sich die derzeitige Mikrostrukturierung, nebst gingiger Abbildungsverfahren,
noch weiter auf kleinere Mafstibe reduzieren lasst, dementsprechend eine Nanostrukturierung,
wurde von vielen Wissenschaftlern als nicht realisierbar betrachtet, seine Ideen wie z.B. die
Informationen der Encyclopedia Britannica auf die Grofe eines Stecknadelkopfes zu kompri-
mieren, belichelt.

Heute, ungefihr 60 Jahre spéiter, sind jedoch viele dieser Ideen verwirklicht, zum Teil gar
als Standardverfahren etabliert worden und trotzdem immer noch Gegenstand der aktuellen

Forschung.

1.1 Dip-Pen Nanolithographie (DPN)

Als einer der Meilensteine auf dem Weg zur Nanostrukturierung und Entwicklung von ho-
her auflésenden Abbildungsverfahren kann sicherlich die Erfindung des Rasterkraftmikroskopes
(Atomic Force Microscope - AFM) 1986 von Binning et al.l?l angesehen werden. Bei dieser
Abbildungstechnik wird die zu untersuchende Probe mittels einer sehr feinen Nadel, welche
an einer Blattfeder (eng.: cantilever) montiert ist, zeilenweise abgetastet. Der Durchmesser des
Kopfes dieser Nadel kann zwischen wenigen Nanometern bis hin zu einzelnen Atomen variieren.
Die Verbiegung bzw. Auslenkung dieser Blattfeder aufgrund von Hohen- oder Materialunter-
schieden der Probe wird registriert und iiber entsprechende Software in dreidimensionale Bilder

bzw. Profilogramme umgerechnet.

1999 wurde von Piner et al. die ,Dip-Pen Nanolithography“(DPN) vorgestellt.!?! Makrosko-
pisch und vereinfacht dargestellt, handelt es sich hierbei um eine Strukturierungstechnik, die
schon seit dem 3. Jahrtausend vor Christus angewandt wird: der Beschriftung eines Substrates
(Papyrus) mit einer Tinte mittels eines angespitzten Schreibgerites (Schreibrohr), kurz gesagt
die Schrift.
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Piner et al. benutzte hierbei als Schreibgerit ein AFM, genauer gesagt die Nadel des Cantile-
vers, welche mit ihrem geringen Spitzendurchmesser Strukturen von bis zu 30nm Durchmesser
erlaubte. In spéteren Arbeiten sogar bis zu 14nm.[Y Bei der verwendeten ,Tinte* handelte
es sich um 1-Octadecanethiol (ODT), das auf den Goldsubstraten dicht gepackte Monolagen
ausbildet,. 159l

Der Transportmechanismus, dem diese Strukturierungstechnik unterliegt, differiert von dem
vereinfachtem Konzept der Schrift dahingehend, dass die zu applizierenden Molekiile an der
Spitze der Cantilever Nadel nicht zwingend in einem Losungsmittel gelost vorliegen, sondern
entlang eines Wassermeniskus, welcher sich zwischen Probe und Nadel ausbildet, transportiert
werden (siche Abb. 1.1). Durch Variation der umgebenden Luftfeuchtigkeit kann der Wasser-
meniskus vergrofert bzw. verkleinert werden, [’ was in einer Vergrékerung bzw. Verkleinerung
der geschriebenen Struktur resultiert. Dariiber hinaus kann ebenfalls iiber die Schreibgeschwin-
digkeit, mit der sich die Nadel iiber das Substrat bewegt, die Strukturgréfe und/oder die

Belegungsdichte der Molekiile auf dem Substrat variiert werden.
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des DPN-Schreibprozesses. Transport der molekularen
,Tinte* entlang des Wassermeniskus. [l
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Seit seiner Entwicklung vor rund 10 Jahren wurde eine Vielzahl von Strukturierungsmethoden
fiir die DPN entwickelt.[®° Ebenso erweiterte sich kontinuierlich die Bandbreite der applizierten
Molekiile und Materialien, wie zum Beispiel DNA, 0 Peptide, '] Proteine,['>3] Polymere!**!
und Nanopartikel. ]

Grundlegend kristallisierten sich zwei Funktionalisierungsmethoden heraus, bei der entweder
das zu applizierende Molekiile direkt wihrend des Schreibvorganges an das Substrat oder, wie in
den meisten Félle, in einem separaten Folgeschritt an die DPN generierten Strukturen gebunden

wird.
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1.2 Derzeitige Grenzen der DPN

Zu einem Grofteil basieren diese Techniken immer noch auf der urspriinglich verwendeten Che-
misorption von Thiolverbindungen (ODT oder MHA) auf Goldoberflichen. Dies stellt gleich-
zeitig einen wichtigen Faktor dar, der die DPN in ihren Anwendungsmoglichkeiten limitiert;
die relativ geringe Variationsbreite von Substrat-Tinten Kombinationen. Goldoberflichen stel-
len zwar gute Modellsubstrate dar, sind jedoch im biomedizinischen Kontext nur bedingt an-
wendbar. Diese sind beispielsweise ab einer gewissen Schichtdicke nicht mehr transparent und
dementsprechend je nach Anwendung oder optischem Aufbau nicht einsetzbar. Ebenfalls kann
es bei der Fluoreszenzmikroskopie zu einer Verfilschung von Fluoreszenzsignalen durch Fluo-
reszenzldschung (Quenching) %l kommen.

Um diese Probleme zu umgehen, miissen entweder andere Substanzen, die mit der DPN
Technologie kompatibel sind, zur Beschichtung eingesetzt oder neue molekulare Tinten, die
kein spezielles Substrat bzw. Beschichtung benétigen, gefunden werden. Die Verfahren sollten
natiirlich ebenfalls einfach zu handhaben sein und eine grofse Bandbreite von Oberflichen ab-

decken konnen.

Aufgrund der Natur der meisten verwendeten molekularen Tinten, handelt es sich bei den
applizierten Strukturen vorwiegend um Monolagen, woraus eine weitere Limitierung der DPN
beziiglich ihrem Arbeitsgebiet der Nanostrukturierung resultiert: Die Erstellung von dreidimen-
sionalen Strukturen. Dreidimensionale Strukturierungen, die iiber die Hohe einiger Molekiilmo-
nolagen hinausgehen, wurden bis dato zum Beispiel indirekt iiber Atztechniken erzielt, wobei
mit Hilfe der DPN lediglich der Atz-Resist appliziert wurde,!'”! die eigentliche Strukturierung
erfolgte dementsprechend iiber eine andere Methodik der Nanostrukturierung.

Die Uberwindung dieser Einschrinkung konnte der DPN jedoch ein neues Feld von An-
wendungsmoglichkeiten eréffnen. Die Wahl der molekularen Tinte und die Form der Struktu-
rierung sind hierbei mafgebend. Eine denkbare Strukturierung wéren beispielsweise einfache
periodische Strukturen, die, aufgrund ihrer dreidimensionalen Form, als Beugungsgitter fun-
gieren kénnten. Hinsichtlich einer mdoglichen Applikation in der Biologie oder Medizin sollten
diese dariiber hinaus eine Funktionalisierung tragen und beispielsweise als Biosensoren fungie-

ren konnen.

Auch wurde bis jetzt das Potential der DPN zur préizise Positionierung der Strukturen auf
dem Substrat in Ergidnzung zu bereits auf dem Substrat vorhandenen Strukturen nur zum
Teil ausgeschopft. Eine exakte Positionierung der, innerhalb einer Anwendung der DPN ge-
schriebenen, Strukturen untereinander ist durch die inhirente Genauigkeit der AFM Technik
automatisch gegeben. Allerdings verzichtet man fiir die meisten Anwendungen auf eine mehr
als ungefdhre Ausrichtung an vorher auf dem Substrat aufgebrachten Markern (zur besseren
Wiederauffindbarkeit der Strukturen).
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Die DPN ermdoglicht jedoch mit entsprechendem Aufwand auch die Funktionalisierung be-
reits auf dem Substrat vorhandener Strukturen wie z.B. Elektroden oder Sensorstrukturen.
Hierbei konnen 2 Arbeiten angefiihrt werden, die dies veranschaulichen: In der Arbeit von
Bellido et al.wurden Ferritin Molekiile zwischen die Gitterstrukturen eines TEM-Gitters appli-
ziert['®1 oder in der Arbeit von Chung et al., bei der DNA Molekiile zwischen zwei Elektroden
aufgebracht wurden.['¥] Hierbei erforderte jedoch im Vergleich letztere Arbeit eine wesentliche
genauere Positionierung der applizierten Strukturen, um zu einer lokalen DNA-Hybridisierung
und Uberbriickung der Elektroden zu fijhren. Die Lage der Ferritin Molekiile innerhalb ei-
nes Gitters blieb jedoch variabel und konnte {iber mehrere Mikrometer differieren. Bei beiden
Beispielen handelte es sich um planare Oberflichen.

Weitere erfolgreiche Nanostrukturierungen von Substraten, die ihrerseits selber schon Struk-
turierungen aufweisen, konnten die Kombinationsfihigkeit der DPN mit andere Methodiken
der Nanostrukturierung und daraus resultierend neue Applikationen in Bereichen wie beispiels-
weise der (Bio)Sensorik vorantreiben. Eine mogliche Anwendung hierbei wére beispielsweise die
Integration der vorher erwdhnten DPN generierten Beugungsgitter in oder auf Wellenleiter.

Vor allem wenn es sich bei den zu beschreibenden Vorstrukturierungen der Substrate um
dreidimensionale Formen handelt, konnte ein neues Feld der Integration von DPN generier-
ten Strukturen in bestehende Strukturierungen erschlossen werden. Toroide, dreidimensionale,
photonische Strukturen, die mithilfe des ,whispering-gallery effects*[?°l die Anbindung von Mo-

lekiilen an ihrer Oberfliche detektieren kdnnen, konnten eine solche Demonstration erbringen.

1.2.1 Eine neue Substrat-Tinten Kombination - Die Click-Chemie
DPN

Reaktive Polymerschichten konnten eine fiir die Click-Chemie DPN und fiir biologische An-
wendungen geeignete Substratbeschichtung darstellen: Polymerschichten weisen im Vergleich
zu Goldsubstraten keine Fluoreszenzldschung auf und sind, unabhéngig von ihrer Schichtdicke,
transparent. Die Click-Chemie stellt dariiber hinaus ein sehr einfachen und effizienten Reakti-
onstyp dar.

Unter dem Begriff ,Click-Chemie* wurde 2001 von Kolb et al. eine Synthesevorschrift de-
finiert, die sehr speziellen Richtlinien unterliegt.?!! Grundidee der allgemeinen Click-Chemie-
Strategie ist es, die Synthesebedingungen so einfach wie mdéglich zu halten und ein gewisses
,Repertoire von Reaktionspartner zusammenzustellen, die eine Art ,Baukasten-System* dar-
stellen. Ahnlich wie bei der Synthese der Primirmetabolite in der Natur kann man daraufhin
aus kleineren Molekiilen sukzessiv grofsere Makromolekiile herstellen.

Die Reaktion muss dementsprechend stereospezifisch, mit einer hohen Ausbeute und un-
ter einfachsten Bedingungen (zum Beispiel: bei Raumtemperatur, unter normalen Luftdruck)
ablaufen. Als Losungsmittel wird auch folglich eine gut handhabbare, einfach abzutrennende

Substanz (wie beispielsweise Wasser) vorgeschrieben.
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Abbildung 1.2: Kupfer(I)-katalysierte 1,3-Cycloaddition eines Azids und eines Alkins.[??]

Ihr prominentester Vertreter stellt die kupferkatalysierte Huisgen-Azid-Alkin-Cycloaddition
dar.[?223] Bei dieser wird iiber eine 1,3-Cycloaddition aus einem Azid und einem Alkin mit Hilfe

eines Ubergangskatalysators ein 1,2,3-Triazol synthetisiert (siche Abb. 1.2).

1.2.1.1 Generierung reaktiver Oberflichen

Lahann et al. stellte, basierend auf der Arbeit von Gorham, 4 1998 eine Methodik vor, bei der
mittels Gasphasenabscheidung (eng.: chemical vapor deposition; CVD ) aus funktionalisierten
[2.2]Paracyclophan Monomeren, Polymerbeschichtungen auf Substrate generiert werden konn-
ten.® Die Bedingungen des Abscheidungsprozesses des Polymers auf ein Substrat lagen hierbei
bei 0,5 mbar, 10°C — 15°C und sind frei von Losungsmitteln, dementsprechend fiir nahezu jedes
Substrat anwendbar. Im Laufe der Zeit wurden neben den urspriinglich verwendeten Monome-
ren noch aus einer Vielzahl weiterer Monomere mit anderen funktionellen Gruppen erfolgreich
Polymerschichten generiert und so die Bandbreite der Anwendungsmoglichkeit dieser Methodik

erweitert,. [26]

Basierend auf diesen Arbeiten wurde 2006 von Nandivada et al. eine Polymerschicht mit
funktionellen Alkinen hergestellt (siche Abb. 1.3). Als Monomer wurde das einfach alkinsub-
stituierte 4-Ethinyl-[2.2]paracyclophan (siehe Abb. 1.3A) verwendet, um eine reaktive Poly-
merschicht aus Poly(4-ethinyl-p-xylylen-co-p-xylylen)(siehe Abb. 1.3B) zu synthetisieren. Die
Reaktionsbedingungen entsprachen den gingigen Gasphasenabscheidungen: bei einem Druck
von 0,5mbar erfolgte die Sublimation bei 90°C — 110°C, die Pyrolyse bei 650°C und die Ab-
scheidung bei 15°C.[*7]
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Abbildung 1.3: Synthese des alkinfunktionalisierten Polymeres Poly(4-ethinyl-p-xylylen-co-p-
-xylylen) durch CVD von 4-Ethinyl[2.2]paracyclophan. A: Ausgangsmonomer 4-Ethinyl-[2.2]para-
cyclophan. B: Polymer aus Poly(4-ethinyl-p-xylylen-co-p-xylylen) (2).%7]

1.2.1.2 Strukturierung der reaktiven Oberflichen

Um die Funktionalitdt der Polymerschicht zu demonstrieren, wurde an diese Biotin, in Form
eines Biotinazids, gebunden. Die Kupfer(I)-Ionen, welche diese Reaktion katalysierten, wurden
in situ iiber Kupfersulfat und Natriumascorbat generiert, wobei Letzteres hierbei als Reduk-
tionsmittel fungierte (siehe Abb. 1.4).

@
7 N
I O~
= Nt /m " N Biotin
H*‘/—\,%ﬁ - N7 N
(CHaa CuS04-5H;0 — _\

| Natriumascorbat 7\

o= Q —_—
T I . - H,O/BUOH, 2.1 — b JA
NH(CH,CH,0)sCHyCHy~ C—NH(CH)g—N=N=N

Abbildung 1.4: Bindung von Biotinazid(1) an eine reaktive Polymerschicht(2). %]

Der Ablauf dieser Arbeit ist in der Abbildung 1.5 schematische dargestellt. Die Strukturierung
erfolgte hierbei iiber Mikrokontakt-Drucken, wobei zu beachten ist, dass nicht das Biotinazid ge-
druckt wurde, sondern das Kupfersulfat (siche Abb. 1.5B). Das Biotinazid und Natriumascorbat
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wurden in einem vorhergehenden Schritt auf die reaktive Polymerschicht adsorbiert (siehe Abb.
1.5A). Der Druckprozess fithrte zu einer lokalen Bildung des Katalysators in den gedruckten
Bereichen und nur dort zu einer Bindung des Azids an die reaktive Polymerschicht. Anschlie-
fend wurden an diese Biotin-Strukturen TRITC-markiertes Streptavidin gebunden (siche Abb.
1.5C), um diese fluoreszent sichtbar zu machen (siehe Abb. 1.5D und E).
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/ Y. \
f 4 \
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von(lund | /
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N n /

ascorbat

(
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% 7 //

‘\
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Inkubation
mit TRITC-
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der Streptavidin-Biotin Kopplung auf einer reaktiven Po-
lymerschicht (A — C) und Fluoreszenzaufnahmen nach erfolgter Streptavidin-TRITC Kopplung an
den biotinylierten Strukturen des Polymers (D und E).[*7]

1.2.2 Dreidimensionale Strukturierung - Lipid Dip-Pen
Nanolithographie

Hinsichtlich der Uberlegung dreidimensionale Strukturen zu erzeugen, wiirde sich die vorgestell-
te neue ,molekulare Tinte* von Azidverbindungen nicht eignen, da diese ebenfalls Monolagen
auf dem Substrat ausbilden wiirde. Lenhert et al. stellte 2007 die Lipid Dip-Pen Nanolithogra-
phy (L-DPN) vor, bei welcher es sich bei der verwendeten ,molekularen Tinte“ um Phospholi-
pidmischungen von DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine, T, =-20°C) mit funktio-
nellen Kopfgruppen tragenden Phospholipiden handelt.?! DOPC fungiert hierbei als Triiger-
material, die Menge des zugegebenen funktionellen Phospholipids liegt iiblicherweise zwischen
1mol% — 10 mol%. Das Phasen- und Hydratationsverhalten dieses ungeséttigten(18:1) Phos-
pholipids wurde in fritheren Arbeiten detailliert dokumentiert %

Arbeitsbedingungen (40% — 80% relative Luftfeuchtigkeit, 18°C — 25°C Umgebungstemperatur
[30]

und es liegt bei den gegebenen

und mittleren Luftdruck) in seiner lamellaren fliissig-kristallinen Phase vor.
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Abbildung 1.6: Exemplarische Nanostrukturen aus Phospholipiden. A: Fluoreszenzaufnahme von
fluoreszent markierte Lipidstrukturen, geschrieben auf einem Polystyrol Substrat. Der Gréfsenstandard
entspricht 5pm. B: Strukturformeln der verwendeten Lipide DOPC, DOPE-Rhodamine und DOPE-
NBD. [?8]

Bei den anfangs verwendeten funktionellen Gruppen handelt es sich, wie im Fall von DOPE-
Rhodamin (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(lissamine rhodamine B sulfonyl))
und DOPE-NBD (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(7-nitro-2,1,3-benzoxadia-
zol-4-yl)) um fluoreszente Molekiile (Rhodamin bzw. NBD), welche zur Visualisierung der ge-
schriebenen Strukturen dienen (siche Abb.1.6).

1.2.2.1 Fluiditat der Lipidstrukturen

Dadurch, dass die Bindung der Lipidstrukturen am Substrat nicht kovalent ist, sondern es sich
hierbei um Physisorption handelt, behalten diese weiterhin ihre Fluiditdt. Lenhert et al. de-
monstrierte diese Eigenschaft, indem er 4 Lipidstrukturen auf ein Substrat applizierte (siehe
Abb. 1.7), wovon zwei jeweils mit einem fluorophortragenden Lipid (DOPE-Rhodamin) ver-
mischt waren (Abb. 1.7: A2 und A4), die anderen beiden nur DOPC enthielten (Abb. 1.7: Al
und A3).

Daraufhin wurde eine fluoreszierende und eine nicht fluoreszent anregbare Struktur iiber eine
weitere Lipidstruktur miteinander verbunden (Abb. 1.7: A3 und A4). Als Kontrolle wurde bei
den beiden anderen Strukturen diese Verbindung nicht vollsténdig gezogen (Abb. 1.7: A1 und
A2). Wie in Abbildung 1.7 C ersichtlich, konnten die fluoreszenten Lipide iiber die direkte
Verbindung der unteren beiden Strukturen miteinander in die nicht fluoreszente Struktur dif-
fundieren und zu einer Fluoreszenz in dieser fiihren. Ebenfalls erkennbar ist die im direkten
Vergleich lokal geringere Fluoreszenz der unteren Struktur, basierend auf der weitrdumigeren

Verteilung der fluoreszenten Molekiile innerhalb der Struktur.
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Abbildung 1.7: Nachweis der Fluiditdt der applizierten Lipidstrukturen. A: Schematische Darstel-
lung der geschriebenen Strukturen von B und C (nach!?8]). Schwarz dargestellt die Strukturen, die
nur DOPC enthalten (Al und A3), rot die Strukturen, denen noch das fluoreszent markierte DOPE-
Rhodamin beigemischt wurde (A2 und A4). B: Hellfeldmikroskopaufnahme der geschriebenen Struktu-
ren. C: Fluoreszenzbild der geschriebenen Strukturen. Die Fluoreszenz in der linken, unteren Struktur
(A3) basiert auf der Diffusion von fluoreszenten Phospholipden aus der benachbarten Struktur iiber
die gemeinsame Lipid-Verbindung. [2%]

1.2.2.2 Applizierung mehrerer Molekiillagen

Neben ihrer Fluiditdt besitzen die Lipidmischungen eine weitere Eigenschaft, mit der sie sich
von den gingigen ,molekularen Tinten* abheben. Wiahrend des Schreibvorganges kénnen nicht
nur einzelne Molekiillagen, sondern Stapel dieser appliziert werden. Durch Variation der um-
gebenden relativen Luftfeuchtigkeit und/oder der Schreibgeschwindigkeit kann die Hohe der
Stapel von einer einzelnen Monolagen bis hin zu mehreren Multilagen beeinflusst werden (siehe
Abbildung 1.8). Durch die Erhohung der relativen Luftfeuchtigkeit wird der Wassermeniskus,
als auch der Hydratationsgrad des Phoshpolipids verdndert.
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Abbildung 1.8: Regulierung der Multilagenhéhen via Luftfeuchtigkeit und Schreibgeschwindigkeit.
A: Auflichtmikroskopische Aufnahme von mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten geschriebenen Li-
pidstrukturen. Der Grofenstandard entspricht 5 pm. B: Korrelation der Héhe der applizierten Struk-
turen mit ihrer Schreibgeschwindigkeit bei zwei unterschiedlichen Luftfeuchtigkeiten. Die Fehlerbalken
entsprechen der Standardabweichung von jeweils 8 Querschnittsprofilen einer Struktur. (28]
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1.2.2.3 Funktionalisierung der Lipidstrukturen

Die Verwendung von fluoreszent markierten Lipiden erlaubt eine Visualisierung, als auch Gro-
Renabschitzung®!l der applizierten Strukturen. Durch Beimischung von weiteren funktionelle
Kopfgruppen tragende Phospolipiden, konnen die Strukturen direkt als Bindungspartner fiir
entsprechende Molekiile dienen. Sekula et al. demonstrierte 2008 die Adhésion und Aktivie-
rung von T-Zellen an solchen Phospholipidstrukturen.[3?l

In Abbildung 1.9 sind diese Funktionalisierungen und die Strukturformeln der beiden ver-
wendeten funktionalisierten Phospholipide schematisch dargestellt. Bei diesen handelte es sich
um DGS-NTA(Ni) (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-|(N(5-amino-1-carboxypentyl) iminodiacetic acid)
succinyl]) einem Nickelchelat, welcher mit Histidin-markierten Proteinen eine Komplexbildung
eingeht und so die markierten Proteine an sich bindet und DOPE-Biotin(1,2-dipalmitoyl-sn-
glycero-3-phosphoethanolamine-N-(cap Biotinyl)), welches Streptavidin bindet.

Die Bindung des Molekiils erfolgt dementsprechend direkt, wie im Fall von DGS-NTA(Ni) und
Histidin-markierten Proteinen (siche Abb. 1.9A) oder indirekt tiber die vorhergehende Bindung
von Streptavidin an die Zielstruktur und sukzessive Bindung eines biotinylierten Proteins (siche
Abb. 1.9B).
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Abbildung 1.9: Schematische Darstellung der Funktionalisierung von Lipid-Strukturen iiber DGS-
NTA(Ni)(A) oder DOPE-Biotin(B). C: Strukturformeln der verwendeten Lipide.[3?!

Um den geeigneten molare Masseanteil der beiden funktionellen Lipide in einer Lipidmischung
zu bestimmen, wurden an verschiedene Strukturen das fluoreszent markierte Protein Strepta-
vidin (STV-Cy3) und das fluoreszente, Histidin-markierte Protein GFP (His-GFP) gebunden.
Die Strukturen selber beinhalteten unterschiedliche molare Massenanteile der funktionellen Li-
pide und dieser Anteil wurde mit der gemessenen Fluoreszenz des jeweiligen Proteins korreliert
(siehe Abbildung 1.10).

Im Fall der biotinylierten Lipide wurde ein molarer Massenanteil von 5mol% bestimmt,

da ab diesem eine Séttigung in der Anbindung an die Strukturen eintrat (sieche Abbildung
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1.10B). Obwohl die Strukturen noch nicht ihre mogliche Bindungskapazitit erreicht hatten
(siche Abbildung 1.10C), wurde bei den Nickel-Chelat Lipiden der zu verwendende molare
Masseanteil auf maximal 35mol% begrenzt, da die Lipidmischung aufgrund ihrer verdnderter

Viskositéit nicht mehr appliziert werden konnten. 32
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Abbildung 1.10: Bestimmung des optimalen molaren Massenanteils von DGS-NTA(Ni) und DOPE-
Biotin iiber die Fluoreszenzintesnitidt der gebundenen Proteine (rot: STV-Cy3 und griin: His-GFP).
A: Fluoreszenzaufnahme der gebundenen Proteine an parallel applizierten Lipidstrukturen. B und C
Korrelation der Fluoreszenzintensitit der gebundenen Proteine (B: STV-Cy3 und C: His-GFP) mit
dem molaren Massenanteil ihres jeweiligen Lipidbindungspartners. 32l

Sekula et al. demonstrierte die Biokompabilitdt der Lipidstrukturen, indem an den biotiny-
lierten Strukturen tiber Streptavidin der biotinylierte Antikérper a-CD3e und Rezeptor a-CD28
gebunden wurde. Diese beiden Molekiile fiihrten zu einer Aktivierung der gebundenen Jurkat
T-Zellen (siche Abbildung 1.11A), welche iiber die Visualisierung der Genexpression von CD69
in den Zellen nachgewiesen wurde. Hierfiir wurde CD69 mittels dem Antikérper a-CD69-PE
markiert und {iber den fluoreszent markierten Antikérper a-PETRITC visualisiert (sieche Ab-
bildung 1.11B). Als Kontrolle wurde anstatt a-CD3e und dem Rezeptor a-CD28 lediglich der
Antikorper IgG an die Strukturen gebunden. Dies fiihrte zwar zu einer Adhésion der T-Zellen,
jedoch nicht zu deren Aktivierung (siehe Abbildung 1.11C).

Abbildung 1.11: Aktivierung von T-Zellen iiber funktionalisierte Lipidstrukturen. Griin: biotinylierte
Lipidstrukturen. Blau: DAPIL. Rot: a-PETRITC. A: Adhérierte Jurkat T-Zellen an den Ecken der
Lipidstrukturen, welche eine CD69 Genexpression aufweisen. B: CD69 Genexpression in den aktivierten
T-Zellen. C: Kontrollversuch, bei dem die T-Zellen sich an den Strukturen anlagerten, aber keine
Aktivierung aufwiesen. (2|
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1.2.2.4 Funktionalitdt iber Dreidimensionalitit - Biosensoren

Die Lipid-DPN stellt zusammengefasst einen moglichen Kandidaten dar, der eine direkte dreidi-
mensionale Strukturierung mit Hilfe der DPN erlauben konnte. Die in den vorgestellten Arbei-
ten 2832 generierten Strukturen wiesen zum Teil schon Strukturhéhen, die iiber viele Monolagen
hinausgehen auf, aber eine Anwendung, die direkt auf der Dreidimensionalitidt basiert, wurde
noch nicht erbracht.

Eine denkbare Applikation wire hierbei die Herstellung von Beugungsgittern, parallele Git-
terstrukturen mit definierten Abstdnden und Hohen. Seit der ersten wissenschaftlichen Doku-
mentation von Beugungsgittern bzw. deren Effekt auf Licht (Teilchenwellen) von Rittenhouse

34-36] ynd ne-

im Jahre 1786033 wurden diese im Laufe der Zeit kontinuierlich weiter entwickelt !
ben ihrem Finsatz in Spektrometern bzw. Monochromatoren noch in einer Vielzahl von weiteren
Geriiten/Anwendungen ¥ verwendet.

Ihre Eigenschaft, Teilchenwellen zu beugen und im Falle von Licht verschiedener Wellenldn-
gen dieses in ihr Spektrum aufzuteilen, kénnte zur Anwendung als Biosensor verwendet werden.
Voraussetzung hierfiir ist eine detektierbare Verdnderung des gebeugten Lichtes durch Analyt-
bindung an die generierten Strukturen. Dariiberhinaus ist eine Integration solcher funktionellen
Beugungsgitter in schon bestehende optische Systeme, wie beispielsweise Wellenleitern, denk-
bar. Die Lichteinkopplung kann hierbei iiber reguldre Laser, die eine enges Frequenzspektrum
oder Weiflichtlaser, die das gesamten Spektrum des sichtbaren Bereichs aufweisen konnen,
erfolgen. In letzterem Fall wird aus Laserlicht unter Ausnutzung nichtlinearer optischer Effek-
te (Raman- und Vier-Wellen-Effekt, Selpstphasenmodulation, sowie Solitonen-“Zerfall), die in
den lichtleitenden Elementen auftreten, generiert. Es stellt beziiglich ihrer Eigenschaften eine
Vereinigung von Weiklicht und Laserlicht dar und weist dementsprechend eine grofe Kohérenz-
linge und hohe Parallelitiit jedoch gleichzeitig ein breites Emissionsspektrum auf.[*%41 Je nach
Beschaffenheit des Wellenleiters konnen diese jedoch weiterhin als planares Substrat angesehen

werden.

1.2.3 Verwendung vorstrukturierter Oberflachen - Toroide

Ein génzliches neues Feld der Integration von DPN-Strukturen in bestehende Strukturierungen
ist die Applizierung von DPN-Strukturen auf dreidimensionale Substrate. Ein mdogliches ,,Sub-
strat® sind hierbei Toroide, dreidimensionale Kelchstrukturen, die iiber den Fliistergalerie-Effekt
als photonische Resonatoren fungieren. Das Detektionsprinzip basiert auf der Phasenverschie-
bung des resonierenden Lichtes im Toroid durch Anbindung des Analyts an den dusseren Rand,
die aktiv resonierende Struktur des Toroids.!*?l Das Licht wird hierbei entweder extern z.B.
iiber eine Glasfaser in den Toroid gekoppelt oder direkt intern in diesem iiber beigemischte
Fluoreszenzfarbstoffe und Anregung dieser generiert. !

Grossmann et al. stellte 2010 Toroide®¥ vor, die iiber Elektronenstrahl-Lithographie aus

PMMA generiert wurden. Im Vergleich zu vorhergehenden Arbeiten, ! wiesen diese einen

12
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hoheren @Q-Faktor (2x10°) und eine konische Form auf. Beides ein Ergebnis des kurzen Erhit-
zungsprozesses knapp iiber die Glasiibergangstemperatur (30s, 125°C) am Ende der Fertigung,
wodurch die Oberflichenrauheit verringert, der Torus aber gleichzeitig aufgewolbt wird (sie-
he Abb. 1.12A und B). Mithilfe der DPN wiirden man hierbei versuchen den dusseren Rand
der Toroid mit einer entsprechenden molekularen Tinte zu beschreiben. Durch spezifische An-
bindung des Analyts an diesen Strukturen sollte eine detektierbare Phasenverschiebung des

resoniereneden Lichtes eintreten.

Abbildung 1.12: Rasterelektronenmikroskopaufnahme eines Toroiden aus PMMA vor (A) und nach
(B) des Erhitzungprozesses. [*4]

13
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Diese Arbeit beschiftigt sich mit der Etablierung und Weiterentwicklung von neuen Nanostruk-
turierungsverfahren fiir die Dip-Pen Nanolithographie. Ich fokussierte mich hierbei auf mégliche
Applikationen, die fiir biologische bzw. medizinische Arbeitsgebiete von Interesse sind und die
eingangs beschriebenen Grenzen der DPN erweitern.

Dies kann kurz folgendermafsen zusammengefasst werden:

e Finsatz und Evaluierung einer neuen molekularen Tinte, die nicht auf der Thiol-Gold

Chemisorption basiert
e Generierung von dreidimensionalen Strukturen und Nachweis derer Funktionalitit

e Funktionalisierung von dreidimensional vorstrukturierten Substraten mit Hilfe der DPN

14



2 Material

2.1 Chemikalien

Tabelle 2.1: Chemikalien

Chemikalien Hersteller /Bezugsquelle
Alexa Fluor® 555 Azid (ammonium salt) Invitrogen

Alexa Fluor® 488, 10nm colloidal gold conjugate Invitrogen

BSA Sigma Aldrich
BSA-Alexa Fluor® 488 Konjugat Invitrogen
Chloroform Merck
DGS-NTA(Ni) Avanti Polar Lipids
DOPC Avanti Polar Lipids
DOPE-Biotin Avanti Polar Lipids
DOPE-Rhodamin Avanti Polar Lipids
DOPE- NBD Avanti Polar Lipids
Ethanol Merck

Kupfersulfat Sigma Aldrich
PEG4 carboxamide-6-azidohexanyl biotin Invitrogen
Natriumascorbat Sigma Aldrich
Streptavidin-Cy3 Sigma Aldrich
Toluol Sigma Aldrich
2-Propanol Merck
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2.2 Verbrauchsmaterial

Tabelle 2.2: Materialien

Verbrauchsmaterial

Hersteller /Bezugsquelle

AFM Tip, Typ-A (Einzel-Spitze; k=0,041 N /m)

Nanolnk

AFM Tip, Typ-F (26 Spitzen; k=0,054 N/m)

Nanolnk

Becherglaser

VWR

Deckgléser

Menzel-Glaser

Einwegspritzen (1ml — 10 ml)

Becton Dickinson

Gewindeflaschen (2ml & 4ml)

Supelco

Glasflaschen

Duran group

Handschuhe

Kimberly-Clark

Inkwells (M-12MW/M-6MW /custom-made)

Nanolnk

Laborflaschen

Duran Group

Objekttrager

VWR

Paraflim

Pechiney Plastic Packaging

Petrischalen (Polystyrol) Greiner
Petrischalen (Glas) Greiner
Pinzetten Dumont
Pipetten Eppendorf
Pipettenspitzen VWR
PMMA-Hesaglas Notz Plastic AG
PMMA-107kDa PSS Mainz
Reaktionsgefife (0,5ml — 1,5ml) VWR
Spritzflaschen VWR

Spritzenfilter (Porengrofe: 0,45 pm)

Corning Incorporated

Wischtiicher

Kimberly-Clark

Zentrifugenrohrchen (25 ml & 50 ml)

Greiner/VWR
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2.3 Gerate

Tabelle 2.3: Geriteliste

Gerat Hersteller /Bezugsquelle
Coolsnap HQ? CCD-Kamera Photometrics
DS-2MV Farb-CCD-Kamera Nikon

DPN 5000 Nanolnk

Eclipse 80i Aufrechtmikroskop Nikon

Eclpise TE-2000 E invertiertes Mikroskop Nikon

Exsikator Duran Group

Idus DU420A-BU CCD-Kamera Andor

Glasschneider VWR
Handschuhkasten Unilab MBraun
Kaltlichtquelle Schott KL 1500 LCD

Monochromator Acton SpectraPro 500

Princeton Instruments

Membranpumpe KNF Neuberger
Nd:YVO, Laser InnoLas GmbH
NLP 2000 Nanolnk

Orca ER CCD-Kamera Hamamatsu

Plasmalab 80 Plus

Oxford Instruments

Prazisionswaage Sartorius
Tischzentrifuge Galaxy 7D VWR

T-PFS Perfect Focus System Nikon
Ultraschallbad Sonorex Bandelin electronic
Vortexer VWR
Weifklichtlaser SuperK Versa Koheras

W-TIRF Illuminator Nikon
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3 Methoden

3.1 Lipid-DPN - Allgemein

3.1.1 Herstellung von Lipid-Tinten

Die verwendeten Lipide wurden von Avanti Polar Lipids gelost in Chloroform gekauft. Das Lipid
DOPC (18:1) diente als Tridgermaterial. Nach Zugabe der entsprechenden Menge an funktio-
nellen Lipiden (siche Tabelle 3.1) wurden diese fiir 30s — 60s mittels Vortexer geschiittelt und
fiir 15 min in ein Ultraschallbad gegeben. In die Reservoirs der Inkwells wurden 1pl — 1,5l in
0,5 nl-Schritten der entsprechenden Lipid-Tinte gegeben und um das Chloroform zu verdamp-
fen, wurden die Inkwells fiir 1h im Vakuum (0,2 bar) gelagert. Die Langzeit-Lagerung der Lipide
und deren Lipid-Mischungen erfolgte bei -20°C.

Tabelle 3.1: Prozentuale Stoffmenge der beigesetzten Lipide bezogen auf die Stoffmenge von DOPC

Lipid Zugabe
DGS-NTA(Ni) 20 mol%
DOPE-Biotin 4mol%
DOPE-Rhodamin 1mol%
DOPE- NBD 1 mol%

3.1.2 Beschichtung der Cantilever

Fiir die Herstellung der Beugungsgitters wurde der Multi-Tip Cantilever des F-Typs der Firma
Nanolnk verwendet (siehe Abb. 3.1A), fiir die Funktionalisierung der Toroide der Einzel-Tip
Cantilever des A-Typs der Firma Nanolnk (sieche Abb. 3.1B). Der Spitzendurchmesser beider
Cantilever betrigt ~15nm.

Die Beschichtung der Cantilever erfolgte iiber die im Inkwell befindlichen Mikrokanéle (siehe
Abb. 3.2B bzw. C3). Hierbei wurden die Cantilever am DPN 5000 System montiert und bei 23°C
bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 70% fiir rund 30 min (Beugungsgitter) in der jeweiligen
Lipid-Mischung belassen bzw. fiir 15 min bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50% (Toroide).
Fiir die spétere parallele Applizierung von Kontrolle und analytbindender Lipid-Tinte, wurde
im Falle der Beugungsgitter die Tinten-Aufnahmepunkte des Seitenkanals (sieche Abb. 3.2C3)
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verwendet. Hierdurch verblieb zwischen den einzelnen beschichteten Spitzen des Cantilevers je-
weils eine unbeschichtet, verminderte dadurch das Risiko einer Kreuzkontamination und sorgte
fiir einen ausreichenden Abstand der Strukturen zueinander. Die erste und letzte Spitze des
Cantilevers wurden nicht verwendet. Die Beschichtung des Einzel-Spitzen Cantilevers erfolgte
im jeweiligen Kanal des zentralen Aufnahmepunktes (siehe Abb. 3.2B). Fiir die Kontrolle und

analytbindende Tinte wurden separate Cantilever verwendet.

100 pm Abbildung 3.1: Cantilever des verwendeten A-
= ; und F-Typs von Nanolnk'. A: 26-Spitzen Canti-
lever des F-Typs. Der Abstand der einzelnen Spit-
zen zueinander betrigt 35 um. Die beiden dusseren
Spitzen dienen primir der AFM-Messung einer ge-
schriebenen Struktur. B: Einzel-Spitzen Cantilever
des A-Typs.

Abbildung 3.2: Inkwell C-8MW2 der Firma Nanolnk, sowie Vergroferungen der Tinten-
Aufnahmepunkte des Inkwells'. A: Inkwell C-8MW2. Der rote Bereich markiert den zentralen Auf-
nahmepunkt, an dem die Mikrokanile aller Reservoirs gebiindelt werden. 1-3 zeigt die Lage der Teil-
abschnitte des Seitenkanals aus C. B: Vergroferung des rot markierten Bereiches aus A, den zentralen
Tinten-Aufnahmepunkt. C: 1-3 zeigt die Vergroferung der Tinten-Aufnahmepunkte eines Seitenka-
nals. 1: Abstand 70 pm, 2: Abstand 105pm und 3: Abstand 140 pm, dadurch kann jede 2., 3. oder 4.
Spitze eines F-Typ Cantilevers beschichtete werden.

LQuelle: http://www.nanoink.net
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3.2 Lipid-Beugungsgitter

3.2.1 Herstellung der Strukturen

Bis auf die fluoreszent markierten Lipid-Strukturen, die den hoher auflésenden TIRF-Aufnahmen
dienten (siehe Abb. 4.13), wurden die Beugungsgitters auf kommerzielle PMMA Stiicke (ca.
15mm x 15 mm) applizierte. Zur Orientierung auf dem Substrat wurde auf dieses ein Kreuz
mittels eines Glasschneiders eingeritzt. Das PMMA wurden vor der Verwendung fiir jeweils
S5min in Isopropanol und Reinstwasser im Ultraschallbad gereinigt. Bei dem Substrat fiir die
TIRF-Aufnahmen handelt es sich um Glas-Deckgléser, die mit PMMA rotationsbeschichtet
wurden.

Die Herstellung des Wellenleiters erfolgte durch Mitarbeiter am Institut fiir Mikrostruktur-
technik(IMT,KIT) bzw. am Institut fiir Angewandte Physik(APH,KIT). 46471

Die Erstellung der Schreibmuster erfolgten iiber das systeminterne Programm InkCAD. Die
Umgebungsbedingungen wihrend des Schreibprozesses wurden iiber die Klimakammer des DPN
5000 reguliert. Der Schreibprozess erfolgte bei 23°C und 45% relativer Luftfeuchtigkeit. Um ein
Spreiten der Lipid-Strukturen zu minimieren, wurden diese direkt nach deren Beschriftung in
einem Handschuhkasten (eng. glovebox) mit Stickstoff-Atmosphére gelagert. Fiir den Transport
dorthin wurden die Substrate in der Klimakammer des DPN in einer Petrischale mittels Parafilm
eingeschlossen.

Die Geschwindigkeit der Schreibprozesse befand sich zwischen 0,1 — 10 um /s und wurde ent-
sprechend der Hohe der vorangegangenen, applizierten Struktur angepasst. Hierfiir wurden die
Strukturen mittels einer LED-Handlampe seitlich angestrahlt und deren Hohe iiber das Kame-
rabild des DPN 5000 abgeschétzt.

3.2.2 Proteindetektion iiber Beugungsgitter

Es wurde eine PDMS-Barriere (Kapazitiat: ~250 pl) auf das Substrat gedriickt, in dessen Mit-
te sich die applizierte Struktur befand. Daraufhin wurden diese fiir 10 min mit 200 pl einer
0,5%igen BSA Losung (in 1 xPBS) passiviert. Um den Effekt des Spreitens der Lipid-Strukturen
zu minimieren, erfolgte diese erste Fliissigkeits-Zugabe in der Stickstoff-Atmosphéire des Hand-
schuhkastens. Dariiberhinaus wurden die Proben mindestens 2h in dieser vorher gelagert. Zur
Reduktion der Verdunstung der Pufferlésung wurde nach der Fixierung der Probe auf dem Mi-
kroskoptisch iiber diese eine Petrischale mit einem angefeuchteten Papiertuch gelegt. Vor der
jeweiligen Analytzugabe erfolgten 3 Waschschritte durch mehrfaches Triturieren von jeweils
400 nl 1xPBS. Die Zugabe des Analyts erfolgte in 100 ul 1xPBS, wobei hierfiir vorher 100 pl,
der auf der Probe befindlichen Pufferlésung abgenommen wurden.

Die Beugungsbilder wurden iiber ein invertiertes Mikroskop (Eclpise TE-2000 E, Nikon) mit
einer Farb-CCD-Kamera (DS-2MV, Nikon) in 5s — 10s Schritten, mit einer 6fachen Vergrofe-
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rung aufgenommen. Die Beleuchtung der Probe erfolgte iiber eine Kaltlichtlampe, die in einem
Winkel von 70° die Probe bestrahlte. Fiir die Fluoreszenzaufnahmen dieser Strukturen wurde
auf die Fluoreszenzlampe (Intensilight, Nikon) und die Schwarz-Weiss-CCD-Kamera (Orca-ER,
Hamamatsu) gewechselt. Die hoch auflésenden TIRF-Aufnahmen erfolgten ebenfalls iiber das
invertierte Mikroskop mit einem 100fachen Olimmersionsobjektiv, die Beleuchtung iiber die
Fluoreszenzlampe mit einem W-TIRF Iluminator (Nikon) und die Bildaufzeichnung iiber ei-
ne Schwarz-Weiss-CCD Kamera (Orca-ER, Hamamatsu) mit angeschlossenem Perfect Focus
System (T-PFS, Nikon).

Die aufgezeichneten Beugungsbilder wurden iiber ImagelJ (v1.38)*¥ analysiert und die ermit-
telten Daten mittels Origin (6.1) grafisch dargestellt. Neben der Subtraktion der entsprechen-
den Hintergrundintensitit von den gemessenen Beugungsintensitéiten, erfolgte ebenfalls eine
Division durch die gemessenen Beugungsintensitdten der Kontrollen der Proben, um eine Nor-
mierung durchzufithren. Nur im Fall der Streptavdin-Detektion in Serum (siehe Abb.4.18) und
der Streptavidin-Detektion an Beugungsgittern unterschiedlicher Hohe (siehe Abb.4.12) wurde

die Beugungsintensitit der Kontrolle separat aufgefiihrt.

3.3 Funktionalisierung dreidimensionaler

Strukturen-Toroide

3.3.1 Herstellung der Strukturen

Die Herstellung der Toroide erfolgte durch Mitarbeiter am Institut fiir Mikrostrukturtechnik
(IMT,KIT) bzw. am Institut fiir Angewandte Physik (APH,KIT) nach dem beschriebenen Pro-

zess von Grossmann et al.[**! und ist in Abbildung 3.3 schematisch dargestellt.

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der Herstellung von Toroiden. A: Eine 1 pm dicke PMMA
Schicht wird auf ein Silizium Substrat {iber Rotationsbeschichtung aufgetragen und ausgebacken. Uber
eine entsprechende Photomaske werden mittels tiefen UV- oder Elektronenstrahllithographie die run-
den Bereiche, welche nach der Entwicklung (B) noch zuriickbleiben, hergestellt. C: Uber einen an-
geschlossenen Atzschritt mit XeFs entstehen PMMA Scheiben, welche auf Siliziumfiifen ruhen. D:
Ein angeschlossenes Aufschmelzen (Reflow) fithrt zu einer Verminderung der Oberflichenrauheit, bei
gleichzeitiger Aufwdlbung der Toroide. 44
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Die Schreibmuster der Lipid-Strukturen wurden iiber das systeminterne Programm InkCAD
des DPN 5000 erstellt. Die Umgebungsbedingungen wahrend des Schreibprozesses wurden {iber
die Klimakammer des DPN 5000 reguliert. Der Schreibprozess erfolgte bei 23°C und 50% rela-
tiver Luftfeuchtigkeit.

3.3.2 Visualisierung der Streptavidinanbindung

Eine PDMS-Barriere (Kapazitiat: ~250ul) wurde auf das Substrat gedriickt, in dessen Mitte
sich die Toroide mit den applizierten Strukturen befanden. Vor der Strepetavdin-Zugabe wurde
die Probe fiir 15 min mit 200 pl einer 0,5%igen BSA Losung (in 1 xPBS) passiviert und anschlie-
fsend 3x durch mehrfaches Triturieren von jeweils 400 pl 1xPBS gewaschen. Die Zugabe des
Analyts erfolgte in 100 nl 1xPBS, wobei hierfiir vorher 100 ul, der auf der Probe befindlichen
Pufferlésung abgenommen wurden. Nach 15 min wurde diese 5x durch mehrfaches Triturieren

von jeweils 400 pl 1xPBS gewaschen.

Die Hellfeld- und Fluoreszenzaufnahmen erfolgten iiber eine Schwarz-Weiss-CCD-Kamera
(Coolsnap HQ? , Photometrics) an einem aufrechten Mikroskop (Eclipse 80i, Nikon). Die Fluo-

reszenzprofile wurden iiber ImagelJ erstellt.

3.3.3 Bestimmung der Laser-Performance der funktionalisierten

Toroide

Der optische Aufbau ist in Abbildung 3.4 schematisch dargestellt. Die funktionaliserten To-
roide wurden in einer Fliissigkeitszelle mit Quarzglas Fenster (Kapazitiat: ~200pl) fixiert. Die
Fliissigkeits-Zugaben erfolgten manuell iiber Spritzen. Das optische Pumpen der Toroide erfolg-
te iiber eine frequenzverdoppelten Nd:YVO, Laser mit Giiteschalter (10ns Pulsen und 20 Hz
Wiederholrate). Das vom Toroid emitierte Licht wurde iiber ein 20x Mikroskop-Objekitiv ge-
sammelt und an einen Monochromator mit angeschlossener CCD-Kamera (Idus DU420A-BU,
Andor) geleitet. Das reflektierte Licht des Pumplasers wurde iiber Langpass-Filter herausgefil-
tert. Um eine Relation zwischen angelegter Laser-Pumpleistung und detektierter Emission zu
erhalten, wurde die Pumpleistung mittels Pockels-Zelle und einem Polarisationsfilter gesteu-
ert und die entsprechenden Emissionsspektren aufgezeichnet. Hierbei wurde der Laserpeak mit
der hichsten optischen Verstiarkung verwendet. Das Beugungsgitter im Spektrometer wies 150

Linien/mm auf.
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Abbildung 3.4: Schematische Darstellungen des Aufbaues zur Detektion der Emission. Der Strahl
eines frequenzverdoppelten Nd:YVO, Lasers (A=532nm) wird durch einen Polarisationsfilter gelei-
tet und auf die Toroide, welche sich in einer Fliissigkeitszelle befinden, fokussiert. Die Pumpleistung
des Lasers wird iiber eine Pockels-Zelle gesteuert. Uber ein Spektrometer wird die Emission der fluo-
reszenten Strukturen gemessen. Hierbei wird diese zuvor tiber ein Mikroskop-Objektiv gesammelt und
durch ein Farbfilter selektiert. Zur Visualisierung kann das Bild hierbei ebenfalls auf eine CCD-Kamera
umgeleitet werden.

3.3.4 Proteindetektion durch funktionalisierte Toroide

Um Signalverzerrungen, die durch das Anschwellen des PMMAs auf Fliissigkeits-Zugabe ver-
ursacht werden konnten, zu minimieren, wurde die Probe fiir 30 min in Wasser gelagert, be-
vor dieses mit einer 0,5%igen BSA-Losung ausgetauscht wurde. Die BSA-Losung wurde fiir
15min in der Fliissigkeitszelle belassen, um die nicht-funktionalisierten Bereiche des Toroids
zu passivieren. Nach der Spiilung der Kammer mit Wasser wurde die Streptavidin-Ldsung ein-
gespeist und das emitierte Signal der Toroide zu unterschiedlichen Zeitpunkten bei konstanter
Pumpleistung aufgezeichnet. Auf die Datenpunkte eines ausgewéhlten Laserpeaks wurde mit-
tels Lorentz-Verteilung ein Fit durchgefiihrt, um die genaue spektrale Position zu bestimmen
und so eine stabile Beobachtung der Laser-Mode iiber die Zeit zu gewéhrleisten. Das verwendete

Beugungsgitter im Spektrometer wies 1200 Linien/mm auf.

3.4 Click-Chemie

3.4.1 Beschichtung der Cantilever

Vor der Beschichtung der Cantilever (F-Typ) mit der entsprechenden Azid-Losung wurden
diese mit Sauerstoff-Plasma behandelt (10scem, 100 mTorr, bei 30 W fiir 5 Minuten). Fiir die
Beschichtung wurden diese dann in die jeweilige Azid-Losung gebracht, 15 Minuten in dieser
belassen und anschliefsend mittels Stickstoff trocken geblasen. Die Azid-Lésungen beinhalteten
neben dem jeweiligen Azid [100 ul/mg| ebenfalls Kupfersulfat [10 mM] und das Reduktionsmittel
Natriumascorbat [20 mM].
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3.4.2 Herstellung und Visualisierung der Strukturen

Die Beschichtung der Oberflichen erfolgte von Arbeitskollegen im Department of Chemical En-
gineering (University of Michigan) bzw. am Institut fiir funktionellen Grenzfliichen (IFG,KIT).[?"]
Der Schreibvorgang der Azid-Strukturen erfolgte bei 23°C und 60% relativer Luftfeuchtigkeit
am DPN 5000 System, die Erstellung der Schreibmuster iiber das systeminterne Programm Ink-
CAD. Vor der fluoreszenz-mikroskopischen Betrachtung der geschriebenen Strukturen, wurden
diese zuvor mit Reinstwasser gespiilt, um iiberschiissige, nicht-gebundene Azide abzuwaschen.
Die Fluoreszenzaufnahmen erfolgten iiber eine Schwarz-Weiss-CCD-Kamera (Coolsnap HQ? |

Photometrics) an einem aufrechten Mikroskop (Eclipse 80i, Nikon).
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4 Ergebnisse

4.1 Click-Chemie DPN

Ziel dieser Arbeit war die Integration der Click-Chemie auf reaktive Polymerschichten in
das Repertoire der DPN. In Abbildung 4.1A ist der Ablauf dieser Experimente schematisch
dargestellt. Auf reaktive Polymerschichten (siehe Abb. 4.1B) wurden mittels DPN (sieche Abb.
4.1C) Strukturen appliziert, die iiber die Click-Chemie kovalent gebunden werden sollten.

Die Beschichtung der Oberflichen erfolgte hierfiir im Vorfeld von unseren Arbeitskollegen im
Department of Chemical Engineering (University of Michigan) bzw. am Institut fiir funktionelle
Grenzflichen (IFG,KIT)."" Die Strukturierung der Oberflichen wurden von Michael Hirtz und
mir durchgefiihrt.

A (4,»-_’ : : 1\ B
PMMJ; Stainless Steel, PDMS, PS, PTFE, ctc. B ”

.

&

cvD
Polymerization
V4

CVD Coating

Acetylene Coating

Substrate

100 pm

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung des experimentellen Ablaufs der DPN auf reaktiven Po-
lymerschichten. A: Ubersicht der einzelnen Schritte. B: Darstellung der reaktiven Polymerschicht. C:
Mikroskopaufnahme der verwendeten Cantilever. 4]

Die folgenenden Ergebnisse wurden verdffentlicht unter[*9]:
Chen, H.-Y., Hirtz, M., Deng, X., Laue, T., Fuchs, H., und Lahann, J.(2010). Substrate-
independent dip-pen nanolithography based on reactive coatings. Journal of the American Chemical Society,
132, 18023-18025.
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4. Ergebnisse

Es wurde hierfiir ein Alexa Fluor® 555-markiertes Azid auf die Polymer beschichteten Sub-
strate mittels DPN appliziert und im Anschluss iiber Fluoreszenzmikroskopie visualisiert. Bei
der funktionellen Gruppe der Polymerbeschichtung handelte es sich um Ethin, welches entspre-
chend mit dem Azid eine kovalente Bindung in Form eines 1,2,3-Triazols ausbildet. Bei der
Abbildung 4.2 handelt es sich um eine Fluoreszenzaufnahme dieser applizierten Alexa Fluor®
555-Azid-Strukturen, gebunden an einer Polymerschicht auf einem Gold-Substrat. Das Bild
zeigt die applizierten Strukturen von 12 Spitzen (eines 26 Spitzen Cantilevers) nach 7 Schreib-
vorgingen (siche Abb. 4.2A). Wie anhand dieser Fluoreszenzaufnahme zu erkennen, konnten
erfolgreich diese Azide auf das Substrat gebunden werden. Eine geschriebene Struktur bestand
hierbei aus jeweils 2 Quadraten (10 pm x 10 pm & 2,5 um x 2,5 um) und den Abkiirzungen KIT,
IFG, INT und UM (siehe Abb. 4.2B).

Die Verwendung eines 26-Spitzen Cantilevers (siche Abb. 4.1C) erlaubte dariiber hinaus
eine grofflichige Parallelisierung des Strukturierungsprozesses. Die Strukturen in horizontaler
Richtung wurden jeweils von einer unterschiedlichen Spitze geschrieben, die Strukturen, die in
vertikaler Richtung iibereinander liegen, sukzessiv von ein und derselben Spitze (sieche Abb. 4.2
Pfeil).
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Abbildung 4.2: Applizierte Alexa Fluor® 555-Azid Strukturen auf reaktiver Polymerschicht auf
einem Gold-Substrat. A: Fluoreszenzaufnahme der Strukturen von 12 Spitzen (eines 26 Spitzen Canti-
levers) nach 7 Schreibvorgéngen. Schreibrichtung in Pfeilrichtung. B: Vergroferung eines Ausschnittes
von A. Zu erkennen sind die Strukturen von 5 Spitzen, nach 3 Schreibvorgingen.[49]
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Abbildung 4.3: Fluoreszenzaufnahmen der applizierten Alexa Fluor® 555-Aziden auf unterschied-
lichen Polymer beschichteten Substraten: PMMA(A), Stahl(B), PDMS(C), Polystyrol(D), Teflon(E)
und Glas(F'). Fluoreszenzprofil in der jeweiligen Aufnahme entlang der eingezeichneten Linie. 9
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Um der eigentlichen Forderung nach neuen Substrat/Tinten Kombinationen nachzukommen,

wurden unterschiedlichste Substrate mit reaktiven Polymerschichten beschichtet und anschlie-
fsend mittels DPN mit dem fluoreszenten Azid beschrieben. In Abbildung 4.3 sind die Mikrosko-
paufnahmen dieser Strukturierungen abgebildet. Eine geschriebene Struktur entsprach hierbei
2 Quadraten (10pm x 10 pm & 2,5 pm x 2,5 pm) und der Abkiirzung des jeweiligen Substra-
tes. Die verwendeten Substrate waren: PMMA (Abb. 4.3A), Stahl (Abb. 4.3B), PDMS (Abb.
4.3C), Polystyrol (Abb. 4.3D), Teflon (Abb. 4.3E) und Glas (Abb. 4.3F). Ein Fluoreszenzprofil
in jedem der Bilder demonstriert die Uniformitédt der geschriebenen Strukturen. Auch hierbei
konnte die erfolgreiche Strukturierung der einzelnen Substrate gezeigt werden.
Der Nachweis, dass die kovalente Bindung des Azids auf der funktionellen Gruppe der reaktiven
Polymerschicht basiert, wurde mit Hilfe einer Polymerschicht, die keine funktionellen Gruppe
trigt, erbracht (siehe Abb. 4.3). Sowohl direkt nach erfolgtem Schreibprozess mit dem fluores-
zenten Azid (siche Abb. 4.3A), als auch nach angeschlossenem Waschschritt (siche Abb. 4.3B)
wurden Fluoreszenzaufnahmen der Probe gemacht. Wie im Vergleich der beiden Bilder zuein-
ander erkennbar ist, wurde durch den Waschschritt ein Grofiteil der Strukturen abgetragen.
Dementsprechend ist die funktionelle Gruppe der Polymerschicht essentiell fiir eine erfolgreiche
Bindung des Azids an das Substrat.

Abbildung 4.4: Nachweis der spezifischen Bindung der Azide basierend auf der reaktiven Ethin
Gruppe. Fluoreszenzaufnahme von Alexa Fluor® 555-Azid Strukturen auf nicht-funktionalisierter Po-
lymerschicht bevor (A) und nachdem (B) sie mit Reinstwasser gewaschen wurden. 4]

Wie in der Einleitung beschrieben?"! eignet sich diese reaktive Polymerschicht ebenfalls zur
Anbindung eines Biotin-Azids und anschliefsender Kopplung von Streptavidin. Um dies zu veri-
fizieren, wurde auf ein reaktive Polymerschicht auf einem Gold-Substrat mittels DPN ein Biotin-
Avzid appliziert. Nach dem Schreibprozess wurden Streptavidin markierte Gold-Nanopartikel an
diese Strukturen gebunden und mittels AFM visualisiert. Das AFM Bild dieses Versuches ist
in Abbildung 4.5 dargestellt. Im Vergleich des AFM-Bildes mit der Referenz Fluoreszenzauf-
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nahme konnten klar die applizierten Strukturen erkannt und dementsprechend eine erfolgreiche

Bindung der Streptavidin-Gold-Nanopartikel an den Biotin-Strukturen nachgewiesen werden.

Abbildung 4.5: Bindung von Streptavidin-Gold-Nanopartikel an biotinylierten Strukturen.
A: Fluoreszenzaufnahme einer Alexa Fluor® 555 Azidstruktur als Referenz. B: AFM Bild einer bio-
tinylierten Struktur nach erfolgter Streptavidin-Gold-Nanopartikel Bindung (Michael Hirtz).[4%]

Neben der verwendeten Azid-Alkin Click-Reaktion wurde dariiber hinaus ebenfalls die Click-
Reaktion von Hydrazid- mit Aldehyd-Gruppen tragenden Molekiilen verwendet. Biotin, welches
tiber einen molekularen Linker eine Hydrazid-Gruppe trug (siche Abb. 4.6A (2)), bildete mit der
Aldehyd-Gruppe der Polymerschicht (siche Abb. 4.6A (1)) unter Kondensation eine Hydrazo-
Verbindung aus, wordurch es kovalent an das Substrat gebunden wurde. Die Visualisierung

dieser Biotin-Strukturen erfolgte indirekt durch eine angeschlossene Bindung von Streptavidin-
Alexa488 an diese (siche Abb. 4.6B).

Abbildung 4.6: Verwendung einer Aldehyd-Hydrazid Click-Chemie. A: Strukturformel der ver-
wendeten Polymerschicht Poly(4—f0rmyl—p—xylylene—co—p—xylylene),[50] sowie des an diese gebundenen
Hydrazid-LC-Biotins?. B: Fluoreszenzaufnahme der DPN-generierten Biotin-Strukturen nach Anbin-
dung von Streptavidin-Alexa488 (in Zusammenarbeit mit Hsien-Yeh Chen).[*]

2Quelle: http://www.piercenet.com/
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4.2 Dreidimensionale Strukturierung-Lipid Multilayer
gratings
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Abbildung 4.7: Schematische Darstellung der Generierung von Beugungsgitter mittels DPN und

ihrer Funktionsweise. [

In Abbildung 4.7 ist schematisch die Strukturierung und Wirkungsweise der Beugungsgitter
dargestellt. Mittels DPN wurden Lipid-Beugungsgitter verschiedener Periodizitdt und Hohe
generiert. Seitlich einstrahlendes Weiflicht wird an diesen Strukturen gebeugt und seine spek-
tralen Bestandteile konnen (je nach Gitterperiodizitét) unter unterschiedlichen Winkeln beob-
achtet werden.

Die anfangliche Charakterisierung der Beugungsgitter, sowie das erste Detektionsexperiment
wurden von Falko Brinkmann durchgefithrt. Meine Arbeit schliefst sich an diese Ergebnisse an
und deckt die detaillierten Detektionsexperimente dieser Beugungsgitter-Sensoren ab. Die Wel-
lenleiter, sowie die Aufnahmen dieser, wurden von Christoph Vannahme, Soenke Klinkhammer

und Timo Mappes durchgefiihrt.

Die folgenenden Ergebnisse wurden verdffentlicht unter (31

Lenhert, S., Brinkmann, F., Laue, T., Walheim, S., Vannahme, C., Klinkhammer, S., Xu,
M., Sekula, S., Mappes, T., Schimmel, T., & Fuchs, H.(2010). Lipid multilayer gratings. Nature
nanotechnology, 5, 275-279.
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4.2.1 Charakterisierung der Beugungsgitter

Bei Abbildung 4.8A handelt es sich um eine Farbmikroskopaufnahme von Lipid-Beugungsgittern
(30 pm x 30 pm) bestehend aus DOPC mit 5 unterschiedlichen Periodizitdten (500 nm, 550 nm,
600nm, 650nm und 700nm), die parallel von 22 Cantilevern geschrieben wurden. Es wurde
seitlich in einem Winkel von 70° Weisslicht iiber einer Kaltlichtquelle auf die Gitter einge-
strahlt und mittels einer Farb-CCD-Kamera das Bild aufgenommen. Die verschiedenen Farben
basieren auf der Beugung des Lichtes, entsprechend der Periode des jeweiligen Beugungsgit-
ters. Zur Verifizierung wurden die Wellenldnge der jeweiligen Beugungsstrahlen mittels eines

Spektrometers gemessen (siche Abb. 4.8B).
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Um eine Korrelation der Beugungsgitterhohe mit der Intensitidt des gebeugten Lichts zu er-
stellen, wurde die Hohe verschiedener Gitter (25 pm x 25 pm, Periodizitit von 600 nm) mittels
AFM gemessen. Bei den Abbildungen 4.9A und B handelt es sich um zwei dieser Topographie-
Aufnahme. Aus dem direkten Vergleich der Bilder ist ersichtlich, dass das Beugungsgitter in
4.9A noch klar als solches zu erkennen ist, mit einer durchschnittlichen Héhe von 29 nm und
einem Linienabstand von 600 nm, wohingegen das Beugungsgitter in Abbildung 4.9B durch Fu-
sion der einzelnen Gitterlinien keine Periodizitat mehr aufweist. Die Fusion der Gitterlinien ist
mit der Hohe des Gitters von rund 100 nm zu erkldren, wie auch aus dem Graph 4.9 C ersichtlich.

Ab einer Gitterhéhe von rund 70 nm fusionieren die Gitterlinien, wodurch es zum Verlust der
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periodischen Struktur und zu einer Verminderung bzw. Ausléschung der Lichtbeugung kommt.
In Abbildung 4.9D wurde die iiber AFM gemessene Hohe der lichtmikroskopischen Aufnahmen
des gebeugten Lichts zugeordnet.[5!]
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Abbildung 4.9: Korrelation der Beugungsgitterhohe mit der Intensitdt des gebeugten Lichtes. Bei
A und B handelt es sich um Topographie Aufnahmen (AFM) von zwei 25um x 25 pm grofen Lipid-
Beugungsgittern unterschiedlicher Hoéhe. Das Beugungsgitter A weist eine durchschnittliche Héhe von
29nm und eine Periode von 600 nm auf, wohingegen die Linien des Beugungsgitters von B aufgrund
ihrer Hohe (> 100nm) schon fusioniert sind und keine Gitterstruktur mehr erkennen lassen. Der Graph
in C zeigt die Korrelation der Gitterhhe mit der detektierten Intensitidt des gebeugten Lichtes. Ab
einer Hohe von rund 70 nm fusionieren die Gitterlinien, wodurch es zu einer Verminderung bzw. Aus-
16schung der Lichtbeugung kommt. D zeigt die Korrelation der Gitterhdhe mit Mikroskopaufnahmen
der Beugungsgitter (Falko Brinkmann).[%!]
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4.2.2 Das Lipid-Beugungsgitter als Biosensor

Um die grundlegende Funktionalisierung als Biosensor zu demonstrieren, wurde dem Lipid
DOPC 4 mol% DOPE-Biotin beigemischt, um anschliefend eine Bindung von Streptavidin an
diese Strukturen zu detektieren. Basierend auf fritheren Arbeiten!®? wurde vermutet, dass der
Analyt nicht nur die Oberfliche der Strukturen bedecken wird, sondern ebenfalls in diese in-
terkalieren konnte.

Zum Nachweis des Effektes der Interkalation, wurden kompakte Lipid Strukturen (10pm
X 10pm) generiert, welche kein Beugungsgitter, sondern eine zusammenhingende Oberfl-
che aufwiesen. Die Hohe dieser Strukturen wurden anschliefend mittels AFM bestimmt. Das
hierbei verwendete Streptavidin war fluoreszent mit Cy3 markiert. Nach Zugabe des fluores-
zent markierten Analyts (50nM, 1h) wurde die Fluoreszenz gemessen, iiber einen gespreiteten

Lipid-Layer normalisiert und in Relation zu ihrer Hohe gesetzt.
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Abbildung 4.10: Interkalation von fluoreszent markierten Streptavidin in Lipid-Strukturen unter-
schiedlicher Hohe. A: An kompakten, quadratischen Lipid Strukturen wurde fluoreszent markiertes
Streptavidin gebunden (50nM, 1h) und die Fluoreszenzintensitéit dieser mit ihrer Hohe korreliert.
Die Normalisierung erfolgt tiber die Intensitéit einer gespreiteten Lipidschicht (in Zusammenarbeit
mit Steven Lenhert). B: Schematisches Modell der Interkalation des Analyts(rot) an eine mehrlagige
Lipid-Gitterlinie(griin) eines Beugungsgitters. !l

Wie aus dem Graphen in Abbildung 4.10A ersichtlich, war die Erhohung des Fluoreszenz-
signals so stark, dass sie nicht nur mit der Erhéhung der Struktur und damit der Oberflache
selber korreliert werden konnte, sondern hier der Effekt der Interkalation auftrat. Um dies zu
veranschaulichen, kann man von zwei geometrischen Modellen ausgehen, die die Bandbreite
der moglichen Formen der Lipid-Strukturen einschliefsen. Von idealen Quadern mit identischen
Grundflichen, in der sich die Strukturen dementsprechend nur in der Hohe unterscheiden oder
liegenden Halbzylindern mit elliptrischer Grundfliche, wobei hierbei die Lénge der kleinen Halb-
achse variiert. Beim Vergleich des Bilayers (3,6 nm) 531 mit der hochsten Struktur von 110 nm
kommt es zu einer Oberflichenvergroferung von lediglich ~3,48% (Zylinder) bis ~4,38% (Qua-
der) (100,07 pm? — 103,55 pm? bzw. 100,01 pm? — 104,40 pm?) die Fluoreszenzintensitiit steigt

35



4. Ergebnisse

jedoch um das Tfache. Im Gegenzug jedoch erhoht sich die theoretische Anzahl von Bilayern

von einem auf etwa 30.

Abbildung 4.10B zeigt, basierend auf diesen Beobachtungen, ein simples Model der zu erwar-
tenden Bindungs-Reaktion des Analyts an Gitterlinien der Beugungsgitter. Griin dargestellt
ist der Querschnitt einer Gitterlinie, bestehend aus mehreren Lipid-Lagen. Durch Zugabe des
Analyts (rot) interkaliert dieser zwischen die verschiedenen Lipid-Bilayer und fiihrt zu einer
Erh6hung der Struktur.

Vor der Zugabe des Analyts zu den funktionalisierten Lipid-Strukturen, musste sichergestellt
werden, dass sich dieser nicht unspezifisch an die Substrat-Oberfliche anlagert und dadurch
das Ergebnis verfilscht. Dies wurde iiber einer Passivierung mittels einer 0,5%igen BSA Lo-
sung vor Analyt-Zugabe realisiert.»% Um zu verifizieren, dass sich diese BSA Molekiile nicht
unspezifisch an die Lipid-Strukturen anlagern und diese iiberdecken, wurde im folgenden Ver-
such fluoreszent markierte Lipid-Strukturen auf ein Substrat appliziert (sieche Abb. 4.11A),
fiir 20 Minuten mit einem fluoreszenten BSA-Alexa Fluor 488 Konjugat passiviert (sieche Abb.
4.11B)und nach erfolgten Waschschritten Fluoreszenzaufnahmen der entsprechenden Wellen-
lingen gemacht. Analog zu fritheren Arbeiten!®® konnte keine unspezifische Protein-Anbindung
an die Lipid-Strukturen beobachtet werden. Die griin-fluoreszierende Bereiche beschrianken sich
nur auf die unbeschriebenen Bereiche des Substrates (siehe Abb. 4.11C).

DOPE-Rhodamin BSA-Alexa Fluor 488 Overlay

Abbildung 4.11: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen eines fluoreszenten Lipid-Beugungsgitters
nach Passivierung mit BSA-Alexa 488. A: Fluoreszenzbild der Lipid-Struktur nach Passivierung, vi-
sualisiert durch das beigemischte, fluoreszente Lipid DOPE-Rhodamin. B: Fluoreszenzaufnahme von
BSA-Alexa 488, welches zur Passivierung des Substrates eingesetzt wurde. C: Uberlagerung der Bilder
A und B. Wie zu erkennen ist, beschrinkt sich die Fluoreszenz von BSA-Alexa 488 nur auf die un-
beschriebenen Bereiche des Substrates. Dementsprechend konnte keine unspezifische Anlagerung von
BSA-Alexa 488 an die Lipid-Strukturen detektiert werden. Bei dem horizontalen, dunklen Bereich in
der unteren Hélfte des Substrates handelt es sich um einen Wellenleiter (sieche Abb. 4.20).
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Abbildung 4.12: Intensitidtsverinderung des gebeugten Lichtes von Lipid-Beugungsgitter unter-
schiedlicher Hohe (5nm, 10nm, 16 nm, 25nm und 43nm) nach Zugabe von 50nM Streptavidin. Die
Hohenbestimmung erfolgte iiber die in Abb. 4.9 vorgestellte Korrelation. Der Verlauf wurden in drei
Phasen aufgeteilt: Phase I stellt die gemessene Intensitét vor der Zugabe dar. In Phase I1 tritt bei den
hoheren Beugungsgittern (43nm und 26 nm) der Effekt der Entnetzung ein, was zu einer Reduktion
der Intensitét des Beugungsgitters fiihrt, die niedrigeren Gitter weisen hier schon Interkalation auf, wo-
durch die Intensitét des gebeugten Lichtes zunimmt. In Phase III kommt es ebenfalls bei den héheren
Gittern zur Interkalation des Analyts und einem Intensitdtsanstieg des Beugungssignales, wobei nur
im Fall des 26 nm hohen Gitters diese, die urspriingliche Intensitét (vor der Analytzugabe) tibersteigt
(Falko Brinkmann).[>!]

Abbildung 4.12 zeigt die gemessene Intensititsverdnderung von Lipid-Beugungsgitter unter-
schiedlicher Hohe (5nm, 10nm, 16 nm, 25 nm und 43 nm) auf die Zugabe von 50 nM Streptavi-
din. Die Hohenbestimmung erfolgte iiber die in Abb. 4.9 vorgestellte Korrelation. Die Analyt-
zugabe erfolgte am Fnde der Phase I. Wie zu erkennen ist, weisen die Lipid-Beugungsgitter, die
niedriger als 26 nm sind, grundlegend (Phase IT & Phase I1T) eine Erhohung der Intensitét ihres
gebeugten Lichtes auf. Die Beugungsgitter mit einer Héhe von 26 nm bzw. 43 nm weisen jedoch
im Vergleich innerhalb der ersten 30 Sekunden (Phase IT) eine Reduktion der Intensitit auf,
bevor auch in diesen ein Anstieg des Beugungssignales detektiert wurde, wobei zu beobachten
ist, dass nur das 26 nm hohen Gitter die urspriingliche Intensitéit(vor der Analytzugabe) tiber-
steigt. Der physikalische Effekt, der zu dieser Reduktion fiihrte, konnte mithilfe von fluoreszent
markierten Lipiden und einer héheren Vergréfserung beobachtet werden, wie in Abbildung 4.13
zu erkennen.

In Abbildung 4.13A und B sind Ausschnitte fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen(TIRF)
eines biotinylierten, fluoreszent markierten Lipid-Beugungsgitters zu sehen, vor (4.13 A) und 5
Sekunden nach (4.13 B) der Zugabe von 500nM Streptavidin. Durch die Bindung von Strep-
tavidin an die Gitterlinien kommt es zu einer Verdnderung der Oberflichenspannung dieser
und dementsprechend einer Verdnderung der Grenzflichenspannung. Die Lipid-Beugungsgitter
streben daraufhin eine energetisch giinstigere, eine kugelférmige Gestalt an. Es tritt der Effekt
der Entnetzung ein. Dieser Effekt fiihrte in den ersten 30 Sekunden (Phase II Abb. 4.12) nach

37



4. Ergebnisse

Analytzugabe zur Reduktion des Beugungssignales der hoheren Gitter, bis in diesen ebenfalls
weitere Streptavidin Molekiile interkalieren konnten und wieder zu einem Anstieg der Intensitét
des gebeugten Lichtes fithrten (Phase III Abb. 4.12).

Abbildung 4.13: Entnetzungseffekt von Lipid Beugungsgitterlinien durch Analytbindung. A und B
Ausschnitte fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen (TIRF) eines biotinylierten, fluoreszent markierten
Lipid-Beugungsgitters vor (A) und 5 Sekunden nach (B) der Zugabe von 50nM Streptavidin. Der
Grofenstandard entspricht 5 pm (in Zusammenarbeit mit Falko Brinkmann). P!

Basierend auf diesen Beobachtungen wurde das schematisches Modell der Reaktion von Lipid-
Gitterlinie auf Analytzugabe entsprechend erweitert (siehe Abb. 4.14A). Dariiberhinaus konnte
auch iiber die Verwendung von fluoreszent markierten, biotinylierten Lipid-Beugungsgittern,
nebst fluoreszent markiertem Streptavidin und der hoheren Vergroferung die Interkalation vi-
sualisiert werden (siehe Abb. 4.14B).

Abbildung 4.14: Erweitertes schematisches Modell der Bindungsreaktion von Lipid-Gitterlinien auf
Analytzugabe, sowie Fluoreszenzbilder der beiden Effekte. A: Griin dargestellt ist der Querschnitt einer
Gitterlinie, bestehend aus mehreren Lipid-Lagen. Durch Zugabe des Analyts (rot) kann dieser zwischen
die verschiedenen Lipid-Bilayer interkalieren bzw. fiihrt zu einer Entnetzung der Struktur. B: Fluores-
zenzmikroskopische Aufnahme biotinylierter, fluoreszent markierter Lipid-Beugungsgitter vor (oberes
Bild) und 1h nach der Zugabe (unteres Bild) von 50 nM Streptavidin-Cy3. Beim unteren Bild handelt
es sich um eine Uberlagerung der beiden Fluoreszenzbilder der Lipid-Strukturen und des Analyts. C:
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme biotinylierter, fluoreszent markierter Lipid-Beugungsgitter vor
(oberes Bild) und 1min nach der Zugabe (unteres Bild) von 50 nM Streptavidin. [>!]
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11min

Abbildung 4.15: Verdnderung der Beugungsgitter durch Streptavidin-Zugabe (50nM).
Mikroskopaufnahmen des gebeugten Lichts von 8 Lipid-Beugungsgittern (30 pm x 25 pm /700 nm Pe-
riode) bestehend aus DOPC (Kontrolle) und DOPC-+DOPE-Biotin (Biotin) vor (t=0s) der Zugabe
von 50 nM Streptavidin und 5 min bzw. 11 min danach. Zu erkennen ist der Entnetzungseffekt der Beu-
gungsgitter, die Biotin enthalten (Biotin), im Vergleich zu den unveranderten Kontrollen (Kontrolle).
Der Grofenstandard entspricht 20 pm.

Os

11min

30min

Abbildung 4.16: Verinderung der Beugungsgitter durch Streptavidin-Zugabe (500nM).
Mikroskopaufnahmen des gebeugten Lichts von 4 Lipid-Beugungsgittern (20 pm x 15 pm/700 nm Peri-
ode) bestehend aus DOPC (Kontrolle) und DOPC+DOPE-Biotin (Biotin) vor (t =0s) der Zugabe von
500 nM Streptavidin und 11 min bzw. 30 min danach. Zu erkennen ist der Entnetzungseffekt der Beu-
gungsgitter, die Biotin enthalten (Biotin), im Vergleich zu den unverénderten Kontrollen(Kontrolle).
Der Grofenstandard entspricht 20 pm.

Dieser Entnetzungs-Effekt, genauer gesagt die daraus resultierende Verdnderung des Beu-
gungsgitters und dementsprechend des gebeugten Lichtes, erlaubte es die Lipid Beugungsgitter
als Sensoren einzusetzen. Den Gittern wurden hierfiir unterschiedliche Konzentrationen des

Analyts Streptavidin zugesetzt und deren Beugungsintensitit iiber die Zeit aufgezeichnet. In
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den Abbildungen 4.15 und 4.16 sind die Mikroskopaufnahmen mehrere Beugungsgitter vor
(t =0s) und zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach (t =5min & 11 min bzw. 11 min & 30 min)
der Zugabe von 50nM (Abb. 4.15) bzw. 500nM (Abb. 4.16) Streptavidin abgebildet. Es wur-
den hierbei parallel Kontroll-Beugungsgitter, die nur das Tréger Lipid DOPC enthalten und
biotinylierte Beugungsgitter, die das funktionellen Lipid DOPE-Biotin (4mol%) enthalten, ap-
pliziert.

Wie im Graph 4.17 zu sehen, konnte dadurch der zeitliche Verlauf der Intensitit des gebeug-
ten Lichtes der Beugungsgitter auf Analytzugabe unterschiedlicher Konzentrationen (0,5nm —
500nm) dargestellt werden. Aus dem Vergleich der verschiedenen Kurvenverlaufe ersichtlich,
tritt eine schnellere und stirkere Reduktion der gemessenen Intensitdt des gebeugten Lichts
auf, je hoher die hierbei zugesetzte Konzentration an Analyt. Im Vergleich zum Graphen in
Abb. 4.12 wurden hierfiir, basierend auf der Héhenabschétzung nach Abb.4.9D, nur Gitter mit
einer durchschnittlichen Héhe von 35nm (£ 5nm) verwendet. Dariiberhinaus wurde auch ein
wesentlich lidngerer Zeitraum betrachtet (30 min im Vgl. zu 4 min), wodurch der Effekt der

Entnetzung dominierte.
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Abbildung 4.17: Verlauf der Intensitétsverdnderung des gebeugten Lichts auf Analytzugabe un-
terschiedlicher Konzentrationen. An biotinylierten Lipid-Beugungsgittern mit einer durchschnittlichen
Hohe von 35 nm (4 5nm) wurde der zeitliche Verlauf der Intensitét des gebeugten Lichtes nach Zugabe
von verschiedenen Streptavidin Konzentrationen (0,5nM, 5nM, 50 nM und 500 nM) beobachtet. [!]

Einerseits hinsichtlich der zukiinftigen Anwendungen der Beugungsgitter in biologischen /me-
dizinischen Bereichen, als auch andererseits zur Verifizierung deren Bindungs-Spezifitit, erfolg-
te vor der Zugabe des nachzuweisende Analyts Streptavidin (50nM) die Zugabe von 10%igem

fotalem Kélberserum (FCS). Dies sollte die Detektion in einem komplexen Protein-Gemisch
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simulieren. In Abbildung 4.18 klar erkennbar, dass durch die Zugabe des Serums (erster Pfeil,
5min) die Intensitdt nur gering vermindert wurde und erst durch die Zugabe des Analyts

Streptavidin (zweiter Pfeil, 10 min) die Intensitét, wie zu erwarten, stark reduziert wurde.
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Abbildung 4.18: Verlauf der Intensitétsverdnderung des gebeugten Lichts auf Analytzugabe in {6-
talem Kilberserum. Um die Fahigkeit der Biodetektion in komplexen Protein-Gemischen zu demons-
trieren, wurden vor der Zugabe 50nM Streptavdin, die Beugungsgitter einer 10%igen FCS-Losung
ausgesetzt. Wie zu erkennen ist, loste nur die Zugabe von Streptavdin eine merkliche Reduktion der
Beugungsintensitit in den biotinylierten Strukturen aus. %!l

Im Gegensatz zum vorher beschriebenen Effekt der Entnetzung der Lipid-Beugungsgitter
und der daraus resultierenden Verminderung des detektierten gebeugten Lichtes, tritt im fol-
genden Experiment der Effekt der Interkalation in den Vordergrund. Hierbei wurde zur Funk-
tionalisierung der Beugungsgitter anstatt des biotinylierten Lipids DOPE-Biotin das Lipid
DGS-NTA(Ni) verwendet, welches als funktionelle Gruppe einen Nickel-Chelatkomplex trigt
(Abb. 1.9). Der nachzuweisende Analyt ist das Protein GFP (green fluorescent protein), wel-
ches N-terminal zusitzliche Histidin-Reste aufweist. Diese Histidin Aminosiduren bilden mit
dem Nickel Atom des Lipids einen neuen Chelatkomplex, wodurch das Protein an den Lipid-
Beugungsgittern gebunden wird. In Abbildung 4.19A kann man deutlich den Anstieg der In-
tensitdt des Beugungssignales nach Zugabe des Analyts (Pfeil 1) erkennen. Ebenso sind die
entsprechenden Beugungsgitter vor (Abb. 4.19B, Pfeil) und nach (Abb. 4.19C, Pfeil) der Zu-
gabe des Analyts abgebildet. Als Kontrolle diente die jeweils nebenstehende Reihe, in der die
Beugungsgitter nur aus dem Triger-Lipid DOPC bestehen.
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Abbildung 4.19: Reversibiltit der Beugungsfihigkeit von Lipid-Beugungsgittern. Als funktionelles
Lipid wurde hier DGS-NTA(Ni) verwendet, mit welchem die Bindung von His-GFP nachgewiesen wur-
de. A: Zeitlicher Verlauf der detektierten Intensitdt von Beugungsgittern. Aufgrund der Verwendung
von griinfluoreszentem GFP wurde nur der rote Kanal der aufgezeichneten Bilder einbezogen. Die Er-
hohung des Signals basiert auf der Interkalation nach Zugabe von 12,5 nM His-GFP (Pfeil 1 und 5),
nach dieser wurden jeweils Waschschritte durchgefiithrt (Pfeil 2 und 4) bevor die Zugabe von 5mM
Imidazol erfolgte (Pfeil 3 und 7). Dieses verdréngte jeweils das His-GFP und fiithrte zu einer Reduktion
des Signals. B—E Farbmikroskopische Aufnahmen von Beugungsgittern vor (B) und nach der Zugabe
von His-GFP(C) bzw. fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen vor (D) und nach (E) der Zugabe von
Imidazol. Die Pfeile markieren jeweils die funktionalisierte Beugungsgitter Reihe. Der Gréfsenstandard
entspricht 20 pm. 5]

Um die Reversibilitit der Beugungsgitter zu veranschaulichen, wurden nach Waschschritten
(Abb. 4.19A, Pfeil 2, 4 und 6) abwechselnd das Histidin markierte GFP (Abb. 4.19A, Pfeil 1,
und 5) und Imidazol (Abb. 4.19A, Pfeil 3, und 7) hinzugegeben. Durch die Zugabe von Imidazol,
einer heterocyclischen, aromatischen Verbindung, welche auch Bestandteil der Seitenkette des

Histidins selbst ist, kommt es zu einer kompetitiven Verdrangungsreaktion, bei der das gebun-
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dene Protein His-GFP durch das Imidazol im Chelatkomplex ausgetauscht wird. Im Gegenzug
verdrangt das His-GFP nach erneuter Zugabe 7. T. wieder das gebundene Imidazol. Durch die
Tatsache, dass das Protein GFP um ein Vielfaches grofer als die einfache aromatische Verbin-
dung Imidazol ist, ergibt sich eine Erhohung des Beugungsgitters bei Anbindung von His-GFP
und eine Erniedrigung beim Austausch mit Imidazol, deutlich erkennbar in der Steigerung bzw.
Reduktion der Beugungsintensitéit (Abb. 4.19A). Bei den Abbildungen 4.19D und E handelt
es sich um fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Beugungsgitter aus B und C vor (Abb.
4.19D) bzw. nach (Abb. 4.19E) der Zugabe von Imidazol.

A

Wellenleiter

T~ PMMA

Superkontinuum Substrat

Abbildung 4.20: Integration von Lipid-Beugungsgitter in vorstrukturierte Substrate. A: Schemati-
sches Modell des Versuchs. Lipid-Beugungsgitter wurden auf einem Wellenleiter aufgetragen. Das durch
den Wellenleiter geleitete weilse Laserlicht wird durch das Beugunsgitter ausgekoppelt und durch Veran-
derung des Betrachtungswinkel konnen die unterschiedlichen Spektren beobachtet werden. Der Betrach-
tungswinkel betrug hierbei 30°(B) bzw. 45°(C) zur Wellenleiternormalen, das gebeugte, ausgekoppelte
Licht befand sich im griinen bzw. roten Spektrum (Christoph Vannahme, Soenke Klinkhammer und
Timo Mappes).[51]

Zur Demonstration der Funktionalitidt der Beugungsgitter auf vorstrukturierten Oberflichen
wurden diese orthogonal mit einer Periodizitdt von 700 nm auf einen Wellenleiter (8 pm Durch-
messer) appliziert (Abb. 4.20A). In den Wellenleiter wurde weifes Laserlicht (500 nm —800 nm)
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eingekoppelt und das, durch das Beugunsgitter ausgekoppelte, gebeugte Licht unter unterschied-
lichen Winkeln aufgezeichnet (Abb. 4.20B und C). Es konnte gezeigt werden, dass mithilfe des
Beugungsgitters das im Wellenleiter eingekoppelte Licht ausgekoppelt werden konnte. Durch
die Verdnderung des Betrachtungswinkel (30° bzw. 45°) wurde das ausgekoppelte Licht un-
terschiedlicher Wellenldnge (griines bzw rotes Spektrum) beobachtet. Dadurch konnte demons-
triert werden, dass die Lipid-Beugungsgitter gezielt auf ein vorstrukturiertes Substrat appliziert

und in dieses integriert werden kénnen.
Aufgrund der Beschaffenheit/Herstellung der Wellenleiter konnen diese als planares Substrat

angesehen werden. Eine Integration von DPN generierten Strukturen in bzw. auf dreidimensio-

nale Strukturen wird im nachfolgenden Kapitel behandelt.
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4.3 Funktionalisierung dreidimensionaler Strukturen -

Toroide

Griines
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Abbildung 4.21: Schematische Darstellungen des DPN-Strukturierungsprozesses und ihres Wirkungs-
prinzips. A: Mittels DPN wird der dufere Rand des Torus von Toroiden mit einer fluoreszenten
,Lipid-Tinte* funktionalisiert. Durch Bestrahlung von griinem Laserlicht werden die Strukturen zur
Fluoreszenz bzw. stimulierten Emission angeregt.

Ziel dieses Teils der Arbeit ist die Funktionalisierung von Toroiden, dreidimensionalen, photo-
nischen Strukturen via DPN. In Abbildung 4.21 ist schematisch der Beschriftungsprozef, sowie
die Fluoreszenzanregung bzw. stimulierte Emission der applizierten Struktur mittels griinem
Laserlicht abgebildet.

Die Funktionalisierung der Toroide, die anfinglichen Bindungsexperimente, sowie die Her-
stellung der verschiedenen Losungen wurden von mir durchgefiihrt. Die Messungen an den
Toroiden erfolgten am Institut fiir angewandte Physik von Uwe Bog und Tobias Grossmann,

welcher ebenfalls die Toroide hergestellt hatte.

Die folgenenden Ergebnisse wurden eingereicht unter:
Bog, U., Laue, T., Grossmann, T., Beck, T., Wienhold, T., Hirtz, M., Fuchs, H., Lemmer,
U., Kalt, H. und Mappes, T.(2012). Microlasers for biosensing by highly localized multipurpose surface
functionalization.
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4.3.1 Charakterisierung der funktionalisierten Toroide

Abbildung 4.22: Mikroskopaufnahmen strukturierter Toroide nach Streptavdin-Cy3 Anbindung.
A: Hellfeldmikroskopaufnahme von 8 Toroiden mit einem Durchmesser von 40 pm. B: Fluoreszenz-
mikroskopaufnahme der applizierten Lipid-Strukturen auf diesen Toroiden, visualisiert durch das fluo-
reszent markierte Lipid DOPE-NBD. Zwei der Toroide wurden hierbei zur Kontrolle nicht beschrif-
tet. C: Fluoreszenzmikroskopaufnahme des gebunden Streptavidin-Cy3 an den Lipid-Strukturen. D:
Uberlagerung der Bilder A~ C. Wie zu erkennen ist, erfolgte eine Streptavidin Bindung nur an den
funktionalisierten Toroiden. Der Grofsenstandard entspricht 40 pm.

Um grundlegend die Moglichkeit zur Strukturierung von Toroiden mit einer ,Lipid-Tinte* via
DPN, sowie eine Anbindung eines Analyts an diese zu demonstrieren, wurden auf den Rand des
Kelches verschiedener Toroide eine Lipid-Mischung aus DOPC versetzt mit 1 mol% DOPE-NBD
und 4 mol% DOPE-Biotin appliziert. Hierbei wurde fiir die Lipid-Strukturen der Fluoreszenz-
farbstoff NBD gew#hlt, da das Streptavidin mittels Cy3 markiert ist und so eine spektrale
Trennung der beiden Komponenten erreicht werden konnte. In Abbildung 4.22A —D sind die
Mikroskopaufnahmen dieser strukturierten Toroide nach Streptavdin-Anbindung (50nM) zu
sehen. Vor der Anbindung wurden die Strukturen mit 0,5% BSA passiviert. Bei Abb. 4.22A
handelt es sich um die Hellfeldmikroskopaufnahme dieser verwendeten Toroide. Der Rand des
Kelches der Toroide ist aufgrund seiner Transparenz und des dunklen Untergrundes nicht zu
erkennen. Der helle Kreis im Mittelpunkt jedes Toroids stellt lediglich dessen ,Fuss“ dar (siehe
Abb. 1.12).

Auf den Rand von sechs dieser Toroide wurde iiber DPN die biotinylierte, fluoreszente Lipid-
Tinte appliziert (siche Abb. 4.22B) und an dieser erfolgreich Streptavidin-Cy3 gebunden (siche
Abb. 4.22C). In Abbildung 4.22 D ist die Uberlagerung der Hellfeld- und Fluoreszenzmikroskop-
aufnahme dargestellt. Wie im Vergleich zu den beiden unbeschrifteten Toroiden zu erkennen ist,
konnte nur an den biotinylierten Strukturen eine Bindung von Streptavidin-Cy3 nachgewiesen

werden.
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Nachdem dementsprechend gezeigt werden konnte, dass eine Funktionalisierung der Toroide
mittels DPN realisierbar ist, wurde auf die eigentliche Funktionsweise dieser als Resonatoren
fokussiert. Mit Hilfe der Strukturierung sollte aus den Toroiden ein (Micro)Laser generiert
werden. Die applizierten Strukturen stellten hierbei, aufgrund des beigemischten Fluoreszenz-
farbstoffes, den Laserfarbstoff dar. Da im Versuchsaufbau (siche Abb. 3.4) ein griiner Laser
verwendet wurde, wurde hierbei die Lipid-Tinte mit dem rot fluoreszierenden Lipid DOPE-
Rhodamin (1mol%) versetzt (siche Abb. 4.23B, eingebettetes Bild).
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Abbildung 4.23: Funktionsweise des funktionalisierten Toroids als Laser. A: Wasserfall-Plots der
detektierten Emission eines Toroids auf unterschiedlich starke Pumpenergien des anregendenden Lasers
(7,.8nJ, 9,7nJ, 11,3nJ, 12,8nJ, und 14,2nJ) an Luft. Grau hervorgehoben ist der Spektralbereich in
dem ab 9,7nJ eine stimulierte Emission detektiert werden konnte. B: Korrelation der Pumpenergie
und der gemessenen Intensitdt der Emission des Toroids im Spektralbereich der stimulierten Emission
(in A grau hervorgehoben). Die Laserschwelle liegt bei 9,7nJ, ab welcher ein linearer Intensitédtsanstieg
des emittierten Lichts registriert wurde. Das eingebettete Fluoreszenzbild zeigt die applizierte Lipid-
Struktur. C: Durch Zugabe von Wasser wird die Laserschwelle um das ~3,5fache erhoht, verursacht
durch Spreiten und Scherung der Lipid-Strukturen (— Reduktion des Lasermaterials), sowie erhohter
Streuverlust im wéssrigen Medium.

47



4. Ergebnisse

In Abbildung 4.23A sind Wasserfall-Plots der detektierten Emission eines Toroids in Bezug
zu verschiedenen Pumpenergien (7,8nJ, 9,7nJ, 11,3nJ, 12,8nJ, und 14,2nJ) des anregenden
Lasers an Luft dargestellt. Wie zu erkennen ist, kam es ab einer Pumpenergie von 9,7 nJ, neben
der Fluoresezenz des Laserfarbstoffes, zu einer detektierbaren stimulierten Emission bei 582 nm
(Abb. 4.23A, grauer Bereich). Durch weitere Erhohung der Pumpenergie stieg diese ebenfalls
kontinuierlich an. Abbildung 4.23B zeigt die an diesem Punkt des Spektrums gemessene In-
tensitit in Relation zu der steigenden Pumpenergie. Wie schon in 4.23 A zu erkennen, befand
sich bei 9,7nJ die Laserschwelle, ab der die stimulierte Emission zu einer Erhéhung der In-
tensitat filhrte. Diese Messung wurde ebenfalls in Wasser durchgefiihrt und auch hierbei die
Pumpenergie mit der gemessenen Intensitét korreliert (siehe Abb. 4.23C). Aus dem Graph 4.23
C ist ersichtlich, dass durch die Zugabe von Wasser, die Laserschwelle um das ~3,5fache stieg.
Dieser Effekt kann verschiedene Ursachen haben. Finerseits kommt es durch den Austausch des
Mediums (Luft—Wasser) zu einer Verminderung des Unterschieds der Brechungsindices von
Umgebung und Resonator und andererseits konnte es durch Spreiten und/oder Scherung zu
einer Reduktion der Lipid-Strukturen und damit zu einer Abnahme des aktiven Lasermaterials

kommen. Unabhéngig davon kann der funktionaliserte Toroid weiterhin als Laser fungieren.

4.3.2 Proteindetektion mittels funktionalisierter Toroide

In den folgenden Experimenten sollte, als Modellsystem fiir ein Analyt, die Detektion von
Streptavdin iiber die funktionalisierten Toroide realisiert werden. Der Lipid-Tinte wurde hier-
fiir neben dem fluoreszeneten Lasermaterial DOPE-Rhodamin (1mol%) 4mol% DOPE-Biotin
hinzugefiigt. Als Kontrolle dienten Lipid-Strukturen, die nur den Laserfarbstoff beinhalteten.

In Abbildung 4.24A und B sind Wasserfall-Plots der Intensitit der detektierten Emission in
Bezug zur gemessenen Wellenléinge zu verschiedenen Zeitpunkten des Detektionsexperimentes
dargestellt. Die aufgezeichneten Spektra der Abbildung 4.24A wurden von einem biotinylierten
Toroiden genommen, die aus der Abbildung 4.24B von der nicht-biotinylierten Kontrolle, die nur
den Fluoreszenzfarbstoff enthielt. Die dargestellten Spektra wurden vor (4.24 A & B, (1)) und
nach (4.24 A & B, (2)) der Zugabe einer 0,5%igen BSA-Losung, sowie 90s (4.24 A (3)) bzw. 270
(4.24 A& B (4)) nach der Zugabe von 50nM Streptavidin aufgenommen. Grau unterlegt wurde
der Spektralbereich in dem die folgende Beobachtungen gemacht werden konnten. Die Zugabe
der 0,5%igen BSA-Losung fiihrte sowohl in der Kontrolle, als auch der biotinylierten Struktur zu
einer vernachldssigbaren spektralen Verschiebung von ~10 bzw. ~14 pm. Die Zugabe von 50 nM
Streptavidin hingegen fiihrte zu einer spektralen Verschiebung von ~126pm in der Biotin-

tragenden Struktur, die Kontrolle wies hier nur eine Verschiebung von ~10pm auf.
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Abbildung 4.24: Detektion von Strepetavidin mittels funktionalisierter Toroide. A und B: Wasserfall-
Plots der aufgezeichneten Spektra von biotinylierten (A) und nicht-biotinylierten (B) Toroiden zu
verschiedenen Zeitpunkten des Versuchs: Vor(1) und nach (2) der Zugabe einer 0,5%igen BSA-Losung,
sowie 90s(3) bzw. 270s(4) nach der Zugabe von 50nM Streptavidin. Im Gegensatz zu den detektierten
spektralen Verschiebungen auf die Zugabe der 0,5%igen BSA-Lésung (~10pm in A bzw. ~14 pm in
B), konnte nur in den biotinylierten Toroid eine relevanter Spektralshift von ~126 pm 270s nach der
Zugabe von 50nM Streptavidin gemessen werden. Die Kontrolle wies hierbei nur eine Verschiebung
von ~10pm auf.

Diese spektrale Verschiebung erlaubt dariiberhinaus ebenfalls eine Diskriminierung der Kon-

zentration des zugegeben Analyts. In Abbildung 4.25 ist der zeitliche Verlauf des detektierten
spektralen Shifts von biotinylierten Toroiden auf die Zugabe von 50 nM und 500 nM Streptavidin
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dargestellt. Wie zu erkennen ist, tritt durch die 10fach héhere Konzentration eine Verschiebung
von ~240 pm innerhalb von 40 s nach Zugabe des Analyts auf, im Vergleich zu einem Shift von

~100 pm nach 240s bei der niedrigeren Konzentration.
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Abbildung 4.25: Zeitlicher Verlauf der spektralen Verschiebung der detektierten Emission biotiny-
lierter Toroide auf Zugabe von 50 nM und 500 nM Streptavidin. Durch die Erhéhung der Konzentration
konnte eine schnellere und grofserer spektrale Verschiebung erzielt werden.

4.3.3 Unterschiedliche molekulare Tinten zur Funktionalisierung der

Toroide

BODIPY Dansyl

Abbildung 4.26: Verwendung verschiedener fluoreszenter Lipid-Tinten zur Funktionalisierung
von Toroiden. Fluoreszenzaufnahmen von funktionalisierten Toroiden, unter Verwendung verschie-
dener Fluoreszenzfarbstoffe. A: Bor-Dipyrromethan (BODIPY), B: Dansylchlorid (Dansyl) und
C: 1,4-Bis|2-[4-|N,N-di(p-tolyl)amino|phenyl|vinyl|benzene (DPVAB).

Aufgrund der Verwendung des DPN-Systems zur Funktionalisierung der Toroide, besteht, ge-

geben durch die gezielte lokale Applizierung, auch die Moglichkeit verschiedene molekulare
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Tinten auf demselben Substrat aufzubringen und eine Parallelisierung zu realisieren. Um dies
zu demonstrieren, wurden im folgenden Versuch unterschiedliche fluoreszente Molekiile der bio-
tinylierten Lipid-Tinte beigemischt. In den Abbildungen 4.26 sind die Fluoreszenzaufnahmen
der verschiedenen funktionalisierten Toroide abgebildet. Es handelte sich bei diesen um Bor-
Dipyrromethan (BODIPY, siche Abb. 4.26A), Dansylchlorid (Dansyl, siehe Abb. 4.26B) und
dem Dotierstoff DPVAB (siche Abb. 4.26C) .
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5 Diskussion

5.1 Click-Chemie DPN

Es konnte erfolgreich gezeigt werden, dass sich ein prominenter Vertreter der Click-Chemie,
die kupferkatalysierte Huisgen-Azid-Alkin-Cycloaddition, als ,molekulare Tinte* fiir die DPN
eignet. Auf unterschiedliche Substrate wurden iiber die reaktive Polymerschicht Strukturen
appliziert und kovalent gebunden. Die Bandbreite dieser Substrate reicht hierbei von sehr elas-
tischen Polymeren (PDMS) iiber ,Standard“ Polymeren (PMMA, Polystyrol) und Glas bis hin
zu Stahl und deckt somit einen grofsen Bereich in zukiinftigen Anwendugsgebieten, wie der
Zellkultur und Medizin (z.B. Implantation) ab.

Die Molekiile werden, vorrausgesetzt sie besitzen eine entsprechende Alkin-Gruppe und sind
bestindig gegeniiber den Bedingungen der Beschichtungs-Prozedur des Cantilevers, entweder
direkt an das Substrat gebunden oder unabhéngig davon indirekt in einem zweiten Schritt {iber
die Bindung via Streptavidin. Letzterer Fall setzt natiirlich eine Biotinylierung des Molekiils
voraus. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass, im Vergleich zu der vorangegangenen Arbeit von
Nandivada et al. ,1*"l die Bindung des Azids keine vorhergehende Adsorption von Komponenten
der Click-Chemie Reaktion erforderte. Der Cantilever wurde in einem Schritt mit dem Kata-
lysator, nebst Reduktionsmittel und dem jeweiliegen Azid direkt beschichtet. Dariiberhinaus
konnten die Strukturierungsbediegungen auch hinsichtlich ihres zeitlichen Aufwandes optimiert
werden. Anstatt 1218 stiindigen Druckprozessen wurden die einzelnen Strukturen in wenigen

Minuten appliziert.

Diese Arbeit stellt nicht den ersten dokumentierte Versuch, die Click-Chemie mit der DPN
zu realisieren, dar. Long et al. stellte 2007 eine Methodik vor, bei der Silizum-Wafer iiber
mehrere Zwischenschritten mit einer reaktiven Molekiilschicht beschichtet wurden und eine
angeschlossene Bindung des Azids iiber DPN erfolgte.®™ Im Vergleich hierzu wiesen jedoch die
applizierten Azide keine detaillierte Strukturierung auf, es handelte sich lediglich um Punkte
und einzelne Linien. Vor allem sind die Reaktionsbedingungen, die die Funktionalisierung des
Substrates erfordern, bei weitem aggresiver als die des hierbei verwendeten CVD-Prozesses.

Dementsprechend nur fiir eine begrenzte Auswahl von Substraten anwendbar.
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2009 wurde von Paxton et al. eine weitere Methodik vorgestellt.®® Bei dieser fungiert der
Cantilever nicht als Schreibgerét per se, {iber das Molekiile iibertragen werden, sondern als
Katalysator der Reaktion. Hierfiir wurde der Cantilever mit Kupfer beschichtet und in einer
Fliifigkeitszelle in welchem sich das Medium, welches alle weiteren Reaktionspartner enthielt,
in die Ndhe des reaktiven Substrates gebracht. Dadurch wurde ortsspezifisch die Click-Reaktion
katalysiert und fiihrte zu einer lokalen Bindung der Azide an das Substrat. Die Verwendung
einer Fliikigkeitszelle schrankt natiirlich den Versuchsaufbau bedeutend ein und ist im Vergleich

zu der hier vorgestellten Arbeit wesentlich aufwendiger.

Die Verwendung dieser CVD Beschichtungstechnik erlaubt dariiberhinaus nicht nur den Ein-
satz verschiedenster Substrate, sondern besitzt ebenfalls, hinsichtlich der generierten Polymer-
oberfliche, eine grofse Bandbreite an unterschiedlichen funktionellen Gruppen. Seit der ersten
wissenschaftlichen Dokumentation dieses CVD Prozesses von Gorham 1966,[24 hat sich die An-
zahl der verwendbaren [2.2|Paracyclophanen, aus denen die Polymerschichten hergestellt wer-
den und damit die Bandbreite der von der Polymerschicht exponierten funktionellen Gruppen,

(5969 Hiufig gebriiuchliche [2.2|Paracyclophane, genauer gesagt deren

kontinuierlich erweitert.
gebildete Polymerschicht, sind sogar schon mit handelsiiblichen Namen versehen (Parylen-C,-N

und -D) und z.T. markenrechtlich (wie z.B. Parylen HT®) geschiitzt.

Die Kompatibilitdt dieser Polymerschichten beziiglich der expermentiellen Anforderungen
der jeweiligen biologischen Anwendung wie z.B. erhohte bzw. verminderte Zelladhésion, Zy-
totoxicitdt oder Proteinfunktionalitit, muss natiirlich je nach gewéhltem Polymer im Vorfeld
eruiert werden, konnte jedoch schon in einigen Anwendungen erfolgreich gezeigt werden: An-

[50] ° Adhiision von bovinen aortalen Endothelzellen!®!!, Beschichtung

62]

bindung von Disacchariden
von Gefifistiitzen und deren Einsatz in vitro und in vivo.!

Auch besteht die Méglichkeit einer graduellen Verteilung der funktionellen Gruppe innerhalb
der Polymerschicht, sowie die Applizierung verschiedener funktioneller Gruppen innerhalb ei-
nes Substrates, % wodurch neben der ortsspefzifischen Strukturierung mittels DPN auch die

parallele Applizierung verschiedener Molekiile realisiert werden konnte.

Die Plattform, die diese CVD Beschichtung darstellt, ist dementsprechend weit gefachert. Der
erfolgreiche Einsatz der DPN zur Strukturierung erfordert natiirlich dariiber hinaus eine, der
funktionellen Gruppe der Polymerschicht entsprechende, Molekiilverbindung. Die Click-Chemie
bietet hierbei, neben der schon verwendeten Huisgen-Azid-Alkin-Cycloaddition, ebenfalls ein
breites Spektrum an moglichen Reaktionen und somit Reaktionspartnern.[®® Die Strukturie-
rung einer Aldehyd-funktionalisierten Polymerschicht mit Hilfe einer Hydrazid- Molekiilverbin-
dung konnte in dieser Arbeit schon demonstriert werden. Dies stellt nicht nur eine Erweiterung
des Repertoirs von einsetzbaren ,molekulare Tinte* dar, sondern ebenfalls eine Moglichkeit zur

Molekiilanbindung ohne auf eine Kupferverbindung als Katalysator zuriick greifen zu miissen.
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Hinsichtlich biologischer Anwendungen konnte dieser je nach Konzentration/Versuchsaufbau

denaturierend oder zytotoxisch wirken.

Zusammengefasst stellt die Kombination zwischen der CVD Beschichtung von Substraten
mit reaktiven Polymerschichten und der angeschlossenen DPN Strukturierung, nach der hier
beschriebenen Methodik, ein einfaches, schnelles und vorallem substratunabhéngiges Verfahren
zur Nanostrukturierung dar. Aufgrund der Natur der DPN sind hierbei den Formen der Struk-
turen innerhalb deren Arbeitsbereich nahezu keine Grenzen gesetzt. Optimierung hinsichtlich
der Beschichtung der Cantilever (wie beispielsweise die Verwendung von Inkwells) konnten
ebenfalls zu einer Beschichtung von unterschiedlichen Tinten auf verschiedenen Spitzen eines
Cantilevers und somit zu einer parallelen Strukturierung einer variablen Anzahl von Tinten in

einem einzigen Schreibvorgang fiihren.

5.2 Lipid-Multilayer gratings

Innerhalb dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es moglich war mit der DPN unter Verwen-
dung von Lipid-Tinten dreidimensionale Strukturen zu generieren, deren Funktionalitédt allein
auf ihrer dreidimensionalen Form beruhte. Durch die Lagerung und erste Fliissigkeitszugabe
(nebst gleichzeitiger Passivierung durch BSA) in der nahezu wasserfreien Stickstoffatmosphére
(sieche Abschnitt 3.2.2, Seite 21) konnte das Spreiten der Strukturen minimiert werden und
diese behielten nach der Imersion weiterhin die Fahigkeit zur Lichtbeugung.

Dies erméglichte die Verwendung der Beugungsgitter zur Detektion eines Analyts in Losung.
Es handelte sich hierbei um eine markierungsfreie Technik, wodurch auf den zusitzlichen Ein-
satz von z.B. markierten Sonden (fluoreszent, radioaktiv, etc.) oder anderen Methoden zur
Visualisierung verzichtet werden konnte und der Zeit- und Kostenaufwand reduziert wurde.
Dariiber hinaus erfordert die Verwendung der Lipid-Tinten generell keine Oberflichenmodifi-

kation und kann auf eine Vielzahl von unterschiedlichen Substraten verwendet werden. 28l

Es konnten ebenfalls die verschiedenen Effekte, die zur Verdnderung des Beugungsgitters
nach Analytzugabe fiihrten, gezeigt werden; die Interkalation und Entnetzung. Im Gegensatz
zur Interkalation, die schon in fritheren Arbeiten dokumentiert wurde,[®? ist der Effekt der
Entnetzung schwerer zu deuten, da hierbei unbekannte Faktoren, wie beispielsweise die genaue
Form und Schichtung der Multi-Lagen Lipid-Linien, sowie auch deren Inhomogenitét beziiglich
ihrer Hohe und Molekiilverteilung, [®4 auftreten. Der Effekt der Entnetzung basiert wahrschein-
lich auf der Tatsache, dass sich durch Anbindung von Streptavidin die Oberflichenspannung
erhoht (ein Streptavidin-Molekiil kann theoretisch vier Biotin-Molekiile an sich binden) und
die Lipid-Linien daraufthin eine energetisch giinstigere, eine kugelférmige Gestalt anstreben,

vergleichbar mit dem Effekt der Plateau-Rayleigh-Instabilitit,!%! welche auch in festen Nano-
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strukturen beobachtet wurde.[% Aufgrund dieser lokalen Oberflichenerweiterung in Teilen der
Gitter-Linien, werden gleichzeitig, innerhalb der jeweiligen Linie, Lipide der Umgebung in die-
se eingelagert und es kommt zu einer allgemeinen Reduktion der Linienhche bei gleichzeitiger
Ausbildung von erhéhten, punktuellen Lipid-“Tropfen (siehe Abb. 4.13). Dies resultiert in einer
Erniedrigung der Beugungsfidhigkeit und -intensitat des Gitters. Dariiberhinaus kénnen auch,
je nach Ausprigung bzw. Grofe der lokalen Entnetzungs-Strukturen, benachbarte Lipid-Linien
fusionieren, [ wobei wahrscheinlich hierbei, ausgehend von der Basis der Struktur, eine kom-
plette oder nur partielle Fusion stattfand. Letzterer Effekt konnte somit auch erklaren, warum
niedrige Strukturen nur den Effekt der Interkalation aufwiesen, da in diesen die Ausdehnung

durch Entnetzung nicht zu einer Fusion fiihrte.

Der Nachweis der 5 nanomolaren Protein-Konzentration nach 15 min entspricht bisherigen
Detektionsgrenzen von vergleichbaren Biosensoren, die auf Wellenleitern basieren!®® und liegt
sogar je nach Aufbau oder Messmethode darunter.!®*7° Ein theoretisches Anwendungsgebiet
dieser Beugungsgitter wiren beispielsweise (Einweg-)Biosensoren, die zur Detektion von Hor-
monen in Blutproben eingesetzt werden, zumal eine spezifische Detektion in einem Proteinge-
misch schon gezeigt werden konnte (siehe Abb. 4.18). Obwohl eine signifikante Verdnderung
des Beugungssignales auf Zugabe der 0,5 nanomolaren Protein-Konzentration erst nach 90 min
festgestellt werden konnte und dies eine zu lange Detektionszeit darstellt, konnte damit den-
noch gezeigt werden, dass diese Detektionsgrenze prinzipiell erreicht werden kann und durch
Optimierung des Sensors wahrscheinlich auch realistisch nutzbar wire.

Mogliche Optimierungen wéren hierbei die Reduktion der Anzahl an verwendeten Beugungs-
gittern und des Reaktionsraumes, wodurch eine héhere relative Proteinkonzentration pro Gitter
und Anbindungsrate erreicht werden kénnte. Vor allem die Belichtungs-und Detektionstechnik
kann stark verbessert werden. Durch die Verwendung einer seitlich einstrahlenden Kaltlichtquel-
le konnten in diesem experimentellen Aufbau nur das 4 x Mikroskopobjektiv verwendet werden,
was das Detektionspotential einschrankte. Theoretisch wiirde sich hierbei auch die Detekti-
on mittels Spektrometer anbieten (vgl. den Detektionsaufbau in Abb. 3.4). Hinsichtlich einer
Optimierung der Belichtungsquelle konnte schon gezeigt werden, dass die Strukturen auf Wel-

lenleiter appliziert werden konnen und diese auch erfolgreich zu einer Lichtauskopplung fiihrten.

Neben der Verwendung des biotinylierten bzw. chelatbildenden Lipids als proteinbinden-
der Bestandteil des Sensors, konnten auch andere funktionelle Lipide eingesetzt werden und
so die Bandbreite an moglichen Interaktionspartnern erhoht werden. Denkbar hierbei wa-
ren Modifikationen der Lipid-Kopfgruppen mit Carboxylgruppen, ™ Glutarylgruppen!™ oder
Thioether[™7 zur Protein oder Antikorperbindung. Aufgrund der Verwendung einer Lipid-
Tinte und somit einer kiinstlichen Biomembran, wire auch eine direkte Integration von Prote-

inen moglich. 7576
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Zusammengefasst konnte der Machbarkeitsnachweis der direkten Generierung von funktio-
nellen, dreidimensionalen Strukturen mittels DPN erbracht werden. Dariiber hinaus wiesen die
Beugungsgitters, trotz des einfachen experimentellen Aufbaues, eine Detektionsgrenze vergleich-
barer Sensoren auf, welche durch Optimierung des Systems weiterhin verringert werden konnte.
Auch eine Integration dieser Strukturen in bestehende optische Systeme wie Wellenleiter konnte

erzielt werden.

5.3 Funktionalisierte Toroide

In diesem Teil der Arbeit konnte gezeigt werden, dass es moglich war den Rand des Kelches von
Toroiden, dreidimensionalen Strukturierungen, iiber die DPN zu funktionalisieren. Innerhalb
eines einzigen Produktionsschrittes wurden sowohl das Lasermaterial, als auch die analytbin-
dende funktionelle Komponente appliziert. Aufgrund der verwendeten Lipid-Tinte war hierbei
auch keine Vorbehandlung des Substrates notig. Beides Faktoren, die eine Einsparung von Pro-
zessschritten und dementsprechend eine erhebliche Zeitersparnis darstellen. Ebenso wurde das
Risiko einer Schiadigung der Substratoberfliche durch den FEinsatz dieser l6sungsmittelfreien

Technik minimiert.

Die Vorversuche zeigten, dass eine spezifische Anbindung des Analyts nur an den funktio-
nalisierten Strukturen méglich war (siche Abb. 4.22) und dann eine niedrige Laserschwelle an
Luft vorlag (siche Abb. 4.23B). Selbst nach der Immersion der beschriebenen Substrate in eine
Fliissigkeit, wodurch durch Spreiten und eventuell auch Abscherung ein Materialverlust in der
aktiven Region des Resonators auftrat, konnte noch ein ausreichend starkes Lasersignal gene-
riert werden (siche Abb. 4.23C). Dieses erlaubte es, die funktionalisierten Toroide zur Detektion
einer 500nM und 50 nM Analytlésung zu verwenden.

Es ist schwer einen direkten Vergleich der hierbei verwendeten Molekiilkonzentration mit vor-
angegangenen wissenschaftlichen Arbeiten zu ziehen und dementsprechend eine vergleichbare
Aussage iiber ein theoretisches Detektionslimit zu geben, da es eine Vielzahl von unterschied-
lichen Anregungs- und Detektionsméoglichkeiten, sowie Resonatorformen und Materialien gibt,

die alle die Detektionskapazitit beeinflussen. (7]

Das optimale Detektionslimit solcher Resonatoren wurde von Armani et al.!*”! und He et

[8] demonstriert, die einen markierungsfreien Einzelmolekiilnachweis erbringen konnten. Das

al.
Detektions-und Anregungsprinzip in diesen Arbeiten unterscheidet sich jedoch stark von dem
in dieser Arbeit verwendeten Aufbau (siehe Abb. 3.4). Neben der Verwendung von Glastoroi-
den, die einen hoheren Giitefaktor aufweisen (Q-Faktor=10%), wurde hierbei auch die Ein-und
Auskopplung tiber Glasfasern durchgefiihrt (siehe Abb. 5.1), was die Kopplungseffizienz stark

verbessert.[™ Allein durch die Verwendung einer Glasfaser zum Einkoppeln des anregenden

o7



5. Diskussion

Lichts, im Vergleich zu einer direkten Bestrahlung, wird die zu erbringende Pumpleistung des
Lasers um das 2600fache reduziert.!®! Bei der Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen als ak-
tives Lasermaterial, bleiben diese bei geringeren Anregungsintensititen iiber einen l&dngeren
Zeitraum stabil, bis eine dauerhafte Schidigung des Molekiils in Form von Bleichung auftreten

kann und erlaubt somit einen grofere Zeitspanne zur Detektion.

Pump pulse

Abbildung 5.1: Schematische Darstellung der Ein-und Auskopplung an einem Toroid mittels Glasfa-
ser. Sowohl das anregende Licht (Pump Impulse), als auch die stimulierte Emission (Lasing) wird iiber
die Glasfaser geleitet. [80]

Der Einsatz solcher Glasfasern benotigt jedoch im Gegenzug eine exakte Positionierung der
Faser und dadurch einen weit hoheren Aufwand beim Versuchsaufbau, vorallem wenn die Detek-
tion in einer Fliissigkeitszelle durchgefiihrt wird. Zumal auch fiir jede Messung an verschiedenen
Toroiden diese neu justiert werden muss und somit eine parallele Detektion an unterschiedlichen
Toroiden erschwert wird. Hinsichtlich eines zukiinftigen Anwendungsgebietes dieser funktionali-
sierten Toroide in einfach handhabbaren Lab-on-a-Chip Systemen, wurde dementsprechend von

der Verwendung einer Glasfaser als lichtleitendes Element zur Ein-und Auskopplung abgesehen.

Grundlegend unterscheidet sich auch das Detektionsprinzip. Obwohl es sich in beiden Fillen,
den zitierten Arbeiten, als auch der hier vorgestellten Arbeit, um passive Resonatoren han-
delte, wurden diese in letzterem Fall durch die Applizierung des Lasermaterials erst in eine
aktive Form {iberfiihrt. Durch die Einstrahlung von Laserlicht kommt es zu einer stimulier-
ten FEmission in den Toroiden, dementsprechend der Generierung des Laserlichts, welches zur
Molekiil-Detektion eingesetzt wird. Im Gegensatz hierzu steht die direkte Verwendung des ein-
gekoppelten Laserlichts zur Detektion von Bindungsreaktionen an der Toroid-Oberfliche. Je
nach Qualitdt des verwendeten Lasers konnen hierbei die beobachteten Lasermoden, die in den
Resonator eingekoppelt werden und sich durch Molekiilanbindung verschieben, Resonanzbrei-

ten von nur wenige Femtometern aufweisen. Unter Verwendung hochauflésender Spektrometer

28



5. Diskussion

kénnen somit Phasenverschiebungen von wenigen Femtometer detektiert und eine Einzelmole-

kiildetektion realisiert werden.

Aufgrund des Einsatzes einer Lipid-Tinte als aktives Lasermaterial wiesen die in dieser Ar-
beit verwendten Toroid-Laser eine im Vergleich grofsere Resonanzbreite von 80110 pm auf.
Wahrscheinlich aufgrund der Inhomogenitat der Lipidstrukturen, als auch durch die Ausbil-
dung von einzelnen Lipid-Tropfen durch den Entnetzungseffekt bei Analytbindung und somit
der Entstehung von lokalen Streuzentren. Dennoch sollten bei einer Resonanzbreite von rund
100 pm noch eine Phasenverschiebungen von 50 pm klar zu erkennen sein, wodurch die hier-
bei detektierte Konzentration von 50 nM mit einer Phasenverschiebung von 127 pm noch nicht
das Detektionslimit des Sensors darstellt. Zudem konnte auch gezeigt werden, dass durch den
Einsatz der Lipid-Tinte iiber den Effekt der Interkalation eine Steigerung des Detektionssigna-
les auftrat. Basierend auf einem theoretischen Modell®!) kann man unter Zugabe einer hohen
Konzentration des Analyts bei einer kompletten Bedeckung der Oberfliche des Toroids eine
Phasenverschiebung von rund 180 pm erwarten. Die hierbei verwendete relativ geringe Konzen-
tration von 500 nM wies eine Verschiebung von rund 240 pm auf, was einer um 60 pm gréfseren

Verschiebung und Signalsteigerung von rund 33% entspricht.

Im Vergleich zu einer grofflichigen Funktionalisierung, wie beispielsweise der Rotationsbe-
schichtung, erlaubt der Einsatz der DPN und die damit verbundene gezielte Funktionalisierung
der photonisch aktiven Bereiche der Sensorelemente ebenfalls den Einsatz einer geringeren Kon-
zentration des Analyts, da dieser nur an die aktiven Bereiche binden kann und nicht iiber das
gesamte Substrat verteilt anbindet. Dariiber hinaus ergibt sich auch, wie in dieser Arbeit de-
monstriert (siche Abb. 4.26), die Moglichkeit zu einer parallelen Funktionalsierung. Neben den
hierbei verwendeten unterschiedlichen Lasermaterialien kénnen auch verschiedene funktionelle
Lipide eingesetzt werden, wodurch kombinatorisch aus einer Reihe von Toroiden eine parallele

Detektion verschiedener Analyte erzielt werden konnte.

Zusammengefasst konnte erfolgreich gezeigt werden, dass es mdoglich ist mit Hilfe der DPN
eine gezielte, lokale Funktionalisierung von Toroiden durchzufiihren. Der Einsatz dieser Technik
erlaubt dariiberhinaus eine erhebliche Einsparung von Produktionsschritten und die Moglichkeit
zu einer parallelen Applizierung von verschiedenen funktionellen Komponenten auf verschiede-
nen Toroiden eines Substrates, welches zusétzlich zu einer parallelen Detektion und zu weiteren
Einsparung von Prodkutionsschritten fiihren kann. Obwohl das Detektionslimit dieser funktio-
nalisierten Toroide noch nicht erreicht wurde, konnte aufgrund der Multilagen-Struktur und der
Interkalation des Analyts im Vergleich zu einer funktionellen Monolage eine Signalverstiarkung

ermittelt werden.
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