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1 Einleitung

Die hochaufgeloste Aufnahme und FErfassung quantitativer Daten zu verschiedensten
Messgrofen ist auch und gerade in Messbereichen bis in die Gréfsenordnung von Milli-
metern von grokem Interesse, in denen konventionelle Messtechniken bislang keine be-
friedigenden Losungsansitze bieten konnten. Das Rasterkraftmikroskop (Atomic Force
Microscope, AFM), das sich durch eine mittels Piezoaktoren gesteuerte, hochstaufgels-
ste Abtastung von Probenoberflichen durch den mechanischen Kontakt mit einer feinen
Spitze auszeichnet [1], konnte diesen Voraussetzungen bisher zumindest auf Lingens-
kalen von 100 pm Rechnung tragen. Das AFM ist seit seiner Erfindung einem stetigen
Wandel durch zahlreiche Neuentwicklungen unterworfen. Gerade die technischen Fort-
schritte auf dem Gebiet der Piezoaktorik erlauben unter anderem ein Vordringen des
AFM in Messbereiche, in denen quantitative Ergebnisse wie bei rein bildgebenden Ver-
fahren wie dem Lichtmikroskop oder dem Rasterelektronenmikroskop oft nicht oder
wie bei Profilometern nur mit ungeniigender Auflésung moglich sind. Hinzu kommt
die beim AFM ohnehin zusétzlich vorhandene Option der Untersuchung tribologischer,
elastischer, chemischer, magnetischer oder elektrischer Oberflicheneigenschaften [2}[3].
In dieser Arbeit wird gezeigt, dass ein AFM mit ultragroffem Scanbereich ein geeigne-
tes Werkzeug zur Erfiilllung der genannten Voraussetzungen darstellen kann, indem es
hauptsichlich in Kombination mit der Erprobung von Verfahren zur Herstellung bio-
funktioneller Oberflichen fiir biosensorische Anwendungen eingesetzt wird.

Der Ausgangspunkt dieser Arbeit liegt im Aufbau eines Large-Scale-AFM zur Aus-
dehnung des Scanbereichs auf Scanweiten von bis zu 800 um. Das aufgebaute AFM-
System basiert auf bereits zuvor in unserer Arbeitsgruppe entwickelten Rasterkraftmi-
kroskopen, mit denen bereits atomare Auflésung demonstriert werden konnte [4]. Die
zuvor eingesetzten Rohrenpiezoaktoren wurden durch Stapelpiezoaktoren ersetzt und
die AFM-Messeinheit dementsprechend neu konzipiert, weshalb das gesamte System
in allen seinen Komponenten zu modifizieren war. Mit dem eingesetzten x-y-Scantisch
erhohte sich der Messbereich auf 800 pm x 800 pm, der im AFM-Bereich als bislang
einmalig anzusehen ist.

Mit dem so entstandenen Large-Scale-AFM wurden zunichst Aufnahmen mit Scan-
feldgrofsen von 800 um bis hinab zu 5 pm getdtigt, um dessen Funktionalitét in bei der
Konzeption vorgesehenen grofen Messbereichen, aber auch in fiir konventionelle AFM
typischen Groéfsenordnungen zu untersuchen. Dabei waren vor allem die Driftstabili-
tét, sowie die laterale und vertikale Sensitivitét wichtige Kriterien. Der Force-Mapping-
Mode, der der simultanen Ermittlung von Topographie und Adhé&sionskriften durch die
punktuelle Aufnahme von Kraft-Abstands-Kurven dient, wurde im ultragrofsen Messhe-
reich implementiert und angewendet und auf diese Weise die Vielféltigkeit der Messme-
thoden des AFM auch bei bisher fiir dieses Messverfahren untypischen Gréfenordnungen
angedeutet.

Das Large-Scale-AFM wurde in dieser Arbeit hauptsichlich zur Analyse biofunktio-
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neller Oberflachen herangezogen, deren Herstellung eine Schliisselrolle in der Nanotech-
nologie zukommt. In enger Kooperation mit biologischen Arbeitsgruppen befasst sich
unsere Arbeitsgruppe mit dem Design funktioneller Oberflachen fiir die biologische An-
wendung. Dies reicht von Untersuchungen zur Methodik und Anwendung der Dip-Pen-
Nanolithographie (in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Fuchs und Dr. Hirtz
am Institut fiir Nanotechnologie am Karlsruher Institut fiir Technologie) iiber die Un-
tersuchung von funktionellen, nanostrukturierten Pflanzenoberflichen (in Kooperation
mit der Arbeitsgruppe von Prof. Barthlott an der Universitit Bonn) bis zu einem ganz
neuen Konzept der Aufrichtung von am Ende funktionalisierten Tabakmosaikviren (in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Jeske und Prof. Wege an der Universitét
Stuttgart).

Die Dip-Pen-Nanolithographie (DPN) ist ein hdufig genutztes Werkzeug zur Herstel-
lung von Biosensoren, wobei die biofunktionellen Molekiile in der Regel zusammen mit
Lipiden als Tragermaterial die auf die Oberfliche geschriebene Tinte darstellen. Bei die-
ser Technik existieren trotz ihrer vielfiltig genutzten Einsatzmoglichkeiten bislang kaum
quantitative Angaben beziiglich des Tinteniibertrags. Da fiir eine breitere Anwendung
des Verfahrens jedoch gerade diesbeziiglich eine genauere Kenntnis notwendig wére, sind
quantitative Untersuchungen des DPN-Tintentransports von groffem Interesse. Hier bie-
tet das Large-Scale-AFM mit einer gegentiber konventionellen AFM-Systemen um et-
wa den Faktor 100 reduzierten Anzahl notwendiger Aufnahmen entscheidende Vorteile.
Aufgrund der Moglichkeit eine Vielzahl geschriebener Strukturen mit nur einer einzigen
Aufnahme vermessen zu konnen, fordert das Large-Scale-AFM hohe Messgenauigkeit
und hohe statistische Absicherung gleichermafsen. Daher stellte das aufgebaute AFM ein
ideales Werkzeug zur Untersuchung von Benetzungszeit-Abhéngigkeit und Regelmé&fig-
keit des Tintenvolumens von mittels DPN grofflichig geschriebenen Lipid-Punkten dar
und lieferte mit seinen Messresultaten einen erheblichen Beitrag zu einem vorhersehba-
reren Schreibergebnis und damit zu einer verbesserten Herstellung von Biosensoren.

Auf dem Gebiet der Nanosensorik gibt es seit Jahren Bestrebungen die Immobilisie-
rung biochemisch aktiver Molekiile, die zur Detektion verschiedenster Targets wie bei-
spielsweise unterschiedlicher Krankheitserreger- oder Schadstoff-Typen eingesetzt wer-
den kénnen, nicht nur ortsselektiv zu gestalten, sondern auch hinsichtlich ihrer raumli-
chen Positionierung zu optimieren. Durch die exponierte Praparation dieser Detektor-
Molekiile auf anndhernd senkrecht stehenden, nanoskaligen Trégersystemen kénnten ste-
risch optimal zugéngliche Nano-Sonden durch die in dieser Position vorhandene konfor-
mative Freiheit der Molekiile realisiert werden, was zu einer erhShten Sensitivitat und
Flachenausnutzung solcher Detektionsverfahren beitragen wiirde. In diesem Zusammen-
hang entstand die Idee, nicht-infektidse Derivate stdbchenférmiger Tabakmosaikviren
(TMV) als ein solches Trégersystem zu nutzen und innerhalb einer zu diesem Zweck
mafgeschneiderten, nanoskaligen Lochstruktur mit DNA-basiertem Ankersystem anzu-
koppeln und aufrecht stehend zu installieren. TMV sind dabei nicht nur wegen ihrer
vergleichsweise einfachen Synthese und ihrer starren, tubuldren Gestalt von wohldefi-
nierter Linge ideal geeignet, sondern kénnen aufgrund ihrer genetisch modifizierbaren
Protein-Oberflache zudem mit entsprechenden Funktionstrigern versehen werden. Letz-
tere besitzen bei dieser Art der Anbindung die Freiheit Konformationen zu bilden und
zu adndern und weisen damit eine maximale Funktionalitdt auf. Mit der einseitigen,
kovalenten Oberflachen-Bindung, der ebenfalls einseitigen Funktionalisierung und der



aufrechten Oberflichen-Ausrichtung der Virus-Derivate wird der eingesetzten funktio-
nellen Einheit letztlich eine Wechselwirkung von hoher Zuginglichkeit und ohne ste-
rische Hinderung mit einer entsprechenden Losung oder Fliissigkeit ermd&glicht. Dieses
neue, als Functionality-on-a-Stick” bezeichnete Konzept wurde im Rahmen dieser Ar-
beit erfolgreich demonstriert. Die Herausforderung bei der Umsetzung dieser Idee lag
in der Anpassung der Vielzahl von eingesetzten Préparationstechniken zur Realisierung
von Kopplung und notwendiger Strukturbildung. Hierzu wurden DNA-assoziierte Pri-
parationstechniken, sowie eine polymerbasierte Nanolithographie mit anschliefendem
Schichtdickenverstirkungs-Mechanismus genutzt. Mit der Entwicklung der vorgestellten
Lithographie-Methode wurde an die vorhergehenden AFM-Untersuchungen biofunktio-
nalisierter Oberflichen angekniipft und die Sensitivitdt des Large-Scale-AFM-Systems
auch in fiir konventionelle AFM typischen Messbereichen unter Beweis gestellt.

Neben der Einleitung und der Zusammenfassung gliedert sich diese Arbeit in sechs
Kapitel. In Kapitel 2 werden die Grundlagen des verwendeten Probensystems erldutert.
Es werden neben der Phasenseparation von Polymerblends, die Bildung von selbstorga-
nisierenden Monolagen (SAM) und substratkonsumierenden metallorganischen Schich-
ten (SCMOL), sowie die Préiparation von als DNA-Linker bezeichneten thiolterminier-
ten Oligonukleotiden und von Tabakmosaikviren thematisiert. In Kapitel 3 wird auf
die verschiedenen Préparationstechniken eingegangen, die fiir die Probenstrukturierung
verwendet wurden. Dabei handelt es sich um die Snowjet-Reinigung, das Spincoating-
Verfahren zur Herstellung diinner Polymerfilme, das Elektronenstrahlverdampfen und
die Plasma-Modifizierung. Die fiir die Analyse der derart strukturierten Proben notwen-
digen Techniken werden in Kapitel 4 rekapituliert. Neben der in dieser Arbeit dominie-
renden Rasterkraftmikroskopie, wurde Rasterelektronenmikroskopie, optische Mikrosko-
pie und UV-Vis-NIR-Spektroskopie eingesetzt. In Kapitel 5 werden erste Messergebnisse
mit dem Large-Scale-AFM gezeigt. Diese verdeutlichen, dass das System bei ultragrofen
wie auch bei fiir konventionelle AFM géngigen Messbereichen eine hohe Sensitivitit
aufweist. Neben der Nutzung der Standard-Messmodi werden im Force-Mapping-Mode
zusitzlich zur Topographie auch Adhésionskrifte in Messbereichen von 800 pm x 800 pm
kartiert und absolut bestimmt. In Kapitel 6 erfolgt die Large-Scale- AFM-Untersuchung
von mittels DPN geschriebenen Lipid-Strukturen, bei der insbesondere die Abhingig-
keit des iibertragenen Tintenvolumens von der Benetzungszeit beim Schreiben, sowie
dessen Regelmifigkeit quantitativ ausgewertet wird. In Kapitel 7 wird die ortsselektive,
einseitige Anbindung und anschliefende Aufrichtung von Tabakmosaikviren auf dem
Substrat vorgestellt, die die Basis fiir deren Nutzung als Trégersystem fiir sterisch ideal
zugingliche Nano-Sonden mit hoher Nachweisempfindlichkeit darstellt.
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2 Grundlagen des Probensystems

Zur Herstellung biofunktioneller Oberflichen in Form von ortsselektiv gebundenen, auf-
recht stehenden Tabakmosaikviren als Tragersystem fiir sterisch ideal zugéngliche Nano-
Sonden mit hoher Nachweisempfindlichkeit wurden nicht nur Viren und als DNA-Linker
bezeichnete Oligonukleotide mit Thiol-Terminierung bendtigt, sondern auch zusitzli-
che organische Monolagen zur Oberflichenpassivierung, sowie eine spezielle Polymermi-
schung, anhand deren Morphologie eine Metall-Lochmaske als heterogene Oberflichen-
vorstrukturierung erzeugt werden konnte, und eine sogenannte substratkonsumierende
metallorganische Schicht zur Erh6hung der Schichtdicken jener Metall-Lochmasken.

2.1 Polymere

2.1.1 Grundbegriffe der Polymerphysik

Polymere sind lineare oder verzweigte Kettenmolekiile sich wiederholender Bausteine,
die als Monomere bezeichnet werden. Der Hauptstrang der Kette wird iiber kovalente
Bindungen meist zwischen Kohlenstoffatomen gebildet, wobei auch eine Vielzahl von
Nebengruppen moglich ist.

Die Synthese von Polymeren geschieht durch Polymerisation, Polykondensation oder
Polyaddition. Den Ausgangspunkt der Polymerisation bilden Monomere mit Doppel-
bindungen, die mit Hilfe von Katalysatoren ohne grofien Energieaufwand aufgebrochen
werden konnen, sodass die entstandenen freien Enden neue Bindungen mit anderen
Monomeren eingehen kénnen. Bei der Polykondensation schliefsen sich Monomere iiber
reaktionsfihige Endgruppen zusammen, wobei als Spaltprodukt meistens Wasser ent-
steht. Die Polyaddition Iduft ebenfalls unter Zusammenschluss von Monomeren iiber
reaktionsfihige Endgruppen ab, wobei allerdings keine Spaltprodukte entstehen, was
die Reaktionssteuerung erschwert. Polymere kénnen sowohl kiinstlich hergestellt werden
als auch nattrlich vorkommen. Neben den synthetischen Polymeren wie beispielsweise
Polystyrol (PS) oder Polymethylmethacrylat (PMMA, Handelsname Plexiglas), die zu
den Kunststoffen zéhlen, gibt es beispielsweise mit Polysacchariden wie Cellulose und
Proteinen wie der DNA auch Biopolymere.

Die Konfiguration eines Polymers ist wie in Abbildung [2.1(a) gezeigt durch die Ver-
teilung der Monomere innerhalb der Kette charakterisiert. Anhand ihrer kann eine Un-
terteilung in Homopolymere wie beispielsweise PS und PMMA, die aus einer einzigen
Monomersorte aufgebaut sind, und aus mehreren Monomersorten bestehende Copoly-
mere wie Polyester vorgenommen werden.

Die Konformation von Polymeren charakterisiert deren raumliche Struktur, die durch
die Ausrichtung der einzelnen Monomere zueinander bestimmt wird. Polymere kénnen
entweder in Losung oder im Massenpolymerisat vorliegen, wo sie sich unterhalb der
Glasiibergangstemperatur zu einem amorphen oder teilweise kristallinen Festkorper an-



2 Grundlagen des Probensystems

ordnen und oberhalb dieser eine Schmelze bilden. Die Kettenmolekiile sind in beiden
Féllen nicht ausgestreckt, sondern ineinander verkniult, da der durch die Atombindung
festgelegte Bindungswinkel a zwar nahezu konstant ist, der Rotationswinkel ¢ aber nur
diverse Vorzugswinkel annehmen kann, die von den beteiligten Nebengruppen abhéngen.
Dieser Sachverhalt wird durch Abbildung [2.1(b) veranschaulicht.

Monomersorte 1 Monomersorte 2

(a) Konfiguration (b) Konformation

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Polymerkonfiguration und -konformation. (a)
Die Polymerkonfiguration wird durch die Verteilung der Monomere innerhalb des Molekiils
bestimmt. Es wird zwischen Homopolymeren aus einer Monomersorte (unteres Molekiil)
und Copolymeren aus mehreren Monomersorten (oberes Molekiil) unterschieden. (b) Die
Polymerkonformation wird durch die rdumliche Ausrichtung der einzelnen Monomere zu-
einander bestimmt. Wihrend der Bindungswinkel @ zwar nahezu konstant ist, nimmt der
Rotationswinkel ¢ aber nur diverse Vorzugswinkel an, was durch die eingezeichneten Kegel
angedeutet wird.

Der Vernetzungsgrad der Polymere bestimmt in starkem Mafe dessen physikalische
Eigenschaften, weshalb abhéngig von seiner Ausprigung zwischen Thermoplasten, Du-
roplasten und Elastomeren unterschieden wird. Thermoplaste wie PS und PMMA weisen
keine Vernetzungsstellen auf und lassen sich deshalb in einem bestimmten Temperatur-
bereich reversibel verformen. Duroplaste wie beispielsweise ausgehirteter Epoxidharz
besitzen Vernetzungsstellen und kénnen deshalb nach ihrer Aushértung nicht mehr ver-
formt werden. Elastomere wie Gummi weisen ebenfalls Vernetzungsstellen auf, wobei
deren Netzstruktur jedoch weitmaschiger als die der Duroplaste ist. Daher lassen sie
sich verformen, kehren aber anschlielend wieder in ihre urspriingliche, unverformte Ge-
stalt zuriick.

In dieser Arbeit wurden mit PS und PMMA synthetische Homopolymere und Ther-
moplaste verwendet. Ihre Strukturformeln sind in Abbildung [2:2] dargestellt.

Wichtige Groflen zur weiteren Beschreibung einer bestimmten Polymersorte sind der
durch die Konfiguration bestimmte Polymerisationsgrad N als Kennzahl der zusammen-
geschlossenen Monomere und das Molekulargewicht M, sowie der durch die Konforma-
tion bestimmte Gyrationsradius R4 als durchschnittlicher Abstand eines Monomers vom
Molekiilschwerpunkt.

Der typischerweise im Bereich von hundert bis zu mehreren zehntausend liegende
Polymerisationsgrad kann aufgrund der nicht vorhandenen Monodispersitat der Poly-
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mere in starkem Mafe streuen, weshalb fiir eine Polymercharge kein festes, sondern nur
das mittlere Molekulargewicht sowie der Polydispersitatsindex PDI angegeben werden
kann:

Zz’ Ni

Dabei bezeichnet N; die Anzahl der Molekiile mit dem Molekulargewicht M;. Zur
Bestimmung der Molekulargewichte kénnen chromatographische Messmethoden |5] und
Laser-Kleinwinkel-Streuung (Low-Angle Laser-Light Scattering, LALLS) [6] herangezo-
gen werden.

N, - M?
PDI:%mith—Z’ R

_ i 2.1
M, > Ni - M 21)

Der Gyrationsradius des Polymers beschreibt dessen Ausdehnung bei Vorliegen in
Form des Gaufschen Knduels als wahrscheinlichste Konformation. Er kann durch Rént-
gen-Kleinwinkel-Streuung oder Rayleigh-Streuung experimentell ermittelt [7] und tber
die Formel

R, =VC-N- L2 (2.2)

berechnet werden, wobei C' eine mittels RIS-Theorie (RIS: Rotational Isomeric State) 8|
iiber diskrete isomere Rotationszustinde ermittelte, empirische Konstante, N der Po-
lymerisationsgrad und L die Segmentlinge beziehungsweise der effektive Bindungsab-
stand ist. Mit typischen Werten von N = 1000, L = 0,5nm und C' = 1,1, ergibt sich
R, = 8nm, was deutlich geringer ist als die Lange des ausgestreckten Kettenmolekiils
von etwa 500 nm und die Knduelform bestétigt. Da die Dichte einzeln liegender Knéuel
mehr als eine Grofenordnung unter den tatsdchlichen Dichten liegt, miissen sich die
Polymerkn&uel gegenseitig durchdringen. Befindet sich ein Polymer in einem geeigne-
ten Losungsmittel, lagern sich Lésungsmittelmolekiile an die Kettenglieder an, weshalb

das Polymer aufquillt oder schrumpft. Der Gyrationsradius R, ist dann proportional zu
N3/,

CH,
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(a) Polystyrol (b) Polymethylmethacrylat

Abbildung 2.2: Strukturformeln der Monomere von Polystyrol (PS) und Polymethylmetha-
crylat (PMMA). Die Polymere sind aus n dieser in der jeweiligen Klammer dargestellten
Monomere aufgebaut.
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2.1.2 Phasenseparation eines Polymerblends in isotropen Systemen

Unter einem Polymerblend versteht man eine Mischung von zwei oder mehreren Poly-
mersorten, die aus einem rein physikalischen Mischungsprozess resultiert, bei dem keine
chemischen Bindungen zwischen den Polymeren eingegangen werden. Unterschiedliche
Polymere sind wegen des geringen Entropiegewinns allerdings generell fast nie mischbar,
weshalb nach Verdampfung des Lésungsmittels eine Phasenmorphologie im Mikrometer-
bereich entsteht, deren Ausprigung und Lingenskala in starkem Mafse prozessabhingig
und verantwortlich fiir die mechanischen Eigenschaften des Materials ist.

Die Phasenseparation von Polymerblends fiir ein dreidimensional-isotropes System
unter Vernachlissigung von Oberflacheneinfliissen wird durch die Flory-Huggins-Theorie
beschrieben [9}/10]. Die Polymerphasenseparation als isobarer, isothermer Prozess ver-
lauft so, dass das Gibbs’sche Potential beziehungsweise die Freie Enthalpie G,,, die sich
aus einem enthalpischen und einem entropischen Anteil zusammensetzt, minimiert wird:

AGp, = AH,, — T - AS,,. (2.3)

Bei gegebener Temperatur 7 ist die Mischungsentropie AS,, dabei verantwortlich
fiir den Mischungsprozess in einer Losung. Thm entgegen wirkt die Mischungsenthalpie
AH,,, die die Unterschiede der Monomere in ihrer Polarisierbarkeit oder permanen-
ten Polarisation beschreibt, weshalb Kontakte unter gleichartigen Monomeren gegen-
iiber andersartigen bevorzugt werden. In den meisten Féllen werden diese enthalpischen
Wechselwirkungen durch die grofte Entropiezunahme aufgrund der dann weitaus grofse-
ren Anzahl méglicher Konstellationen iiberkompensiert. Im Fall von Polymeren ist der
entropische Term aufgrund des Zusammenschlusses der Monomere jedoch um den Fak-
tor 1/N reduziert, was bei typischen Polymerisationsgraden von 1000 eine groke Rolle
spielt.

Der enthalpische Anteil l&sst sich durch die phidnomenologische Relation

AH,=n-kp-T -x da- 0B (2.4)
ausdriicken, wobei ¢4 = nATnB und ¢p = nA"an die Volumenbruchteile sind, n die

Gesamtanzahl der Monomere und x der phénomenologische Flory-Huggins-Parameter
ist, der den energetischen Unterschied in den Wechselwirkungen gleichartiger und ver-
schiedener Monomere erfasst und eine empirisch festgestellte Temperaturabhingigkeit
der Form x = A + % mit den fiir das jeweilige Polymersystem konstanten Werten A
und B besitzt.

Der entropische Anteil lisst sich durch die Relation

ASm:—n-k:B-(f{:~ln¢A+j\S£-ln¢B) (2.5)

ausdriicken, die unter Betrachtung der bei einem Mischungsprozess zusétzlich entstehen
Realisierungsmoglichkeiten hergeleitet werden kann. Dabei bestétigt der bereits oben
erwihnte Faktor 1/N; den groken Einfluss der Kettenlédnge auf das Mischungsverhalten
der Polymere.

Durch Einsetzen der beiden Gleichungen ergibt sich die Flory-Huggins-Relation:
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AGp, :n-kB.T-(j\sé“-lnquJrfi ‘In¢gp +x(¢a,05,T) ¢a-¢B). (2.6)

Durch Auftragen der Anderung der Freien Enthalpie iiber einem der beiden Volu-
menbruchteile ergeben sich wie in Abbildung gezeigt entweder zwei Minima oder
nur eins, welche den moglichen Gleichgewichtskompositionen der beiden koexistieren-
den Phasen entsprechen. Im Falle von zwei existierenden Minima gibt es zwischen ihnen
einen instabilen Bereich, in dem die Phasenseparation stattfindet. Die Existenz nur ei-
nes Minimums entspricht einer Vermischung der Polymere. Dies tritt fiir x - N < 2,
also bei kleinerem Polymerisationsgrad oder kleinerem Wechselwirkungsparameter und
somit bei hoherer Temperatur auf. Die Phasenseparation ist also temperaturabhingig.
Durch Auftragen der Temperatur {iber den entsprechenden Volumenverhaltnissen der
Tief- und Wendepunkte von AG), lisst sich die Situation anhand von Abbildung [2.4)(a)
folgendermafsen beschreiben. Oberhalb der kritischen Temperatur T ist der Polymer-
blend mischbar. Diese ist fiir technische Mischungen von Polymeren allerdings praktisch
nie erreichbar. Innerhalb der Binodalen, die einer Koexistenzlinie entspricht, befindet
sich das Zweiphasengebiet. Innerhalb der Spinodalen ist der instabile Bereich, in dem
nach Quenchen unterhalb der kritischen Temperatur spinodale Entmischung stattfindet.
Beide Kurven liefern eine qualitativ sehr gute Beschreibung der Phasenseparation.

AG,
instabil

metastabijl
i I stabil

stabil;
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b

Abbildung 2.3: Schaubild von Freier Enthalpieinderung und Volumenverhéltnis bei der
Polymer-Phasenseparation, die im Bereich der Entmischung zwei Minima aufweist, die den
Gleichgewichtskompositionen der beiden koexistierenden Phasen entsprechen. Nach [11].

Véllig analog lasst sich wie in Abbildung (b) gezeigt die Phasenseparation einer ein-
zigen Polymersorte in einem Losungsmittel beschreiben. Mit der Flory-Huggins-Relation
und den Volumenanteilen ¢4 und ¢c von Polymer und Loésungsmittel ergibt sich fol-
gender Ausdruck:

AGp =n-kp-T- (A s+

N i ‘Ingc+ x(oa,6c,T) - da - ¢c). (2.7)
A

1
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(a) Einfluss der Temperatur auf die Polymer- (b) Einfluss der Temperatur auf die Loslichkeit
Phasenseparation eines Polymers

Abbildung 2.4: Phasendiagramme von Polymerblends und Polymer-Losungen. (a) Phasen-
diagramm eines Polymerblends mit der Binodalen, der die Tiefpunkte der Relation aus Ab-
bildung 2.3]entsprechen, und der Spinodalen, der die Wendepunkte dieses Zusammenhangs
entsprechen. Innerhalb der Binodalen liegt das Zweiphasengebiet, innerhalb der Spinodalen
findet aufgrund der instabilen Mischung nach rascher Temperaturabsenkung die spinodale
Entmischung statt, die durch die Pfeile verdeutlicht wird. Oberhalb der kritischen Tem-
peratur T ist der Polymerblend mischbar. (b) Phasendiagramm einer Polymer-Losung
mit Binodaler und Spinodaler, wobei sich unter- und oberhalb der kritischen Temperatur
T¢ dasselbe Verhalten wie beim Polymerblend in (a) ergibt. Die Temperatur © trennt die
Bereiche, in denen ein Losungsmittel als gut oder schlecht definiert wird. Nach [11].

Die Mischbarkeit ist hier stark erhéht, weil nur die Polymerkomponente den Faktor
1/N4 im entropischen Anteil enthélt und deshalb auch die kritische Temperatur T¢
wesentlich geringer ausfallt.

Der Gyrationsradius ist im Vergleich zu der im Massenpolymerisat vorliegenden Kon-
formation veréindert, weil die Monomere je nach Qualitdt des Losungsmittels mehr oder
weniger Kontakte mit den Lésungsmittelmolekiilen eingehen und somit aufquellen oder
schrumpfen. Der damit einhergehende Entropieverlust wegen Abweichung vom Gaufs-
schen Knduel wird durch enthalpische Wechselwirkung zwischen Monomeren und Lo-
sungsmittelmolekiilen kompensiert.

Ebenfalls analog zu obigen Uberlegungen kann ein zweikomponentiger Polymerblend
in einem Losungsmittel, das erneut wie ein Monomer behandelt wird, beschrieben wer-
den. Die Flory-Huggins-Relation lautet nun:

_ P4 (25 bc
AG,,=n-kg-T <NA lnd)A—i-NB Ingp + 1 In ¢¢ (2.8)

+x(¢4,98,T) - pa- ¢+ x(¢B, ¢, T) - 6B - dc + x(Pc, 4, T) - ¢c - da).

Durch Auftragen der Losungsmittelkonzentration bei einer bestimmten Temperatur
iiber einem der beiden Volumenverhaltnisse der Polymere ergibt sich eine Koexistenzli-
nie, unterhalb derer aufgrund von Doménenbildung mit unterschiedlichem Brechungs-
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index Lichtstreuung an den beiden Phasen auftritt, wihrend die Losung oberhalb dieser
Linie klar ist.

Bisher wurde eingehend erldutert wie die Phasenseparation zu Stande kommt, aber
nicht in welcher rdumlichen oder zeitlichen Groéfenordnung. Die Cahn-Hilliard-Theorie
skizziert indes den rdumlichen und zeitlichen Entstehungsmechanismus der Phasensepa-
ration. Im Bereich innerhalb der Spinodalen des Phasendiagramms ist die Polymermi-
schung instabil. Konzentrationsschwankungen, die durch thermische Effekte als homo-
gene Keimbildung oder durch Verunreinigungen als heterogene Keimbildung zu Stande
kommen, fithren zu einer Absenkung der Freien Enthalpie G, die zu einer weiteren Ver-
starkung beitragt, und schlieklich zur Phasenseparation.

Durch Erweiterung der Flory-Huggins-Relation um einen zu (grad ¢)? proportionalen
Term ist eine rdumliche und zeitliche Beschreibung des Entmischungsmechanismus mog-
lich. Zu Beginn der Entmischung werden die Konzentrationsschwankungen wie durch die
Diffusionsgleichung beschrieben exponentiell verstdrkt und ihre charakteristische Wel-
lenldnge durch eine Dispersionsrelation gegeben, welche eine maximale Verstarkung der
Fluktuationen fiir eine Wellenldnge A4, vorhersagt. Diese wachsen zunéchst proportio-
nal zu t'/° und nahe der Gleichgewichtslage proportional zu t/%. Hydrodynamische Pro-
zesse ermoglichen im Anschluss an die Phasenseparation ein weiteres Dom#nenwachs-
tum, dessen Geschwindigkeit von der Viskositdt abhangt.

2.1.3 Phasenseparation eines Polymerblends unter Oberflicheneinfluss

0 100 200 300 400 500 ) 0 100 200 300 400 500
z { nm Z /i

Abbildung 2.5: Schaubilder der rdumlichen Konzentrationswellen von deuteriertem Poly-
styrol (dPS) in einem diinnen Polymerfilm, der als weitere Komponente bromiertes Po-
lystyrol (PBrxS) enthélt. Die Zunahme von Wellenlange und Amplitude der spinodalen
Konzentrationswellen kann anhand der Messbilder als Funktion der Zeit verfolgt werden.
Die Messungen erfolgten (a) direkt nach dem Aufspinnen, (b) nach 60 min, (c) nach 80 min
und (d) nach 120min. Aus [12].
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(a) Schritt 1 (b) Schritt 2

(c) Schritt 3 (d) Schritt 4

Abbildung 2.6: Schematische Phasenseparation eines Polymerblends unter Oberflichenein-
fluss wie sie beispielsweise beim Spincoating eines PS-PMMA-Polymerblends auf Silizium-
substraten erfolgt. (a) Zunichst wird die Substratoberfliche durch das Losungsmittel be-
netzt und es gelangen die ersten Polymermolekiile auf die Oberfliche. (b) Die Adsorption
der jeweiligen Polymerkomponente an deren bevorzugte Grenzfliche fiithrt zur Ausbildung
spinodaler Konzentrationswellen, was die Bildung vertikal angeordneter, separater Poly-
merschichten verursacht. (c) Bei weiterer Schichtdickenabnahme bildet sich zunéchst ein
Zweischichtensystem, (d) bis die spinodalen Konzentrationswellen schlieflich unterdriickt
werden und sich eine laterale Anordnung der Komponenten ergibt, wobei eine Vielzahl
moglicher Morphologien existiert. Die gezeigte Morphologie entspricht der in dieser Arbeit
erwiinschten Struktur, die bei Entmischung eines speziellen PS-PMMA-Polymerblends und
speziellen Umgebungsbedingungen entsteht.

Im letzten Abschnitt wurde die Phasenseparation von Polymerblends fir ein dreidi-
mensional-isotropes System unter Vernachlissigung von Oberflicheneinfliissen beschrie-
ben. In Systemen mit Schichtdicken, die wesentlich geringer als die laterale Ausdeh-
nung der Domé#nenstruktur sind, ist die rdumliche Isotropie jedoch gebrochen. Oberfla-
cheneffekte sind nicht ldnger vernachléssigbar und kénnen als ausgedehnte heterogene
Keimbildung angesehen werden [13-16], weil jede Grenzfliche stets eine der beiden Po-
lymerkomponenten bevorzugt. Diese bevorzugte Polymersorte lagert sich nach einem
Diffusionsprozess an dieser Grenzfliche an und hinterlisst eine Verarmungszone, wel-
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che mit der jeweils anderen Polymersorte aufgefiillt wird. In dieser Verarmungszone
diffundieren die Molekiile der bevorzugten Polymersorte wiederum entgegen ihres Kon-
zentrationsgefilles weiter aus diesem Bereich, weil sich das Polymersystem im Phasen-
diagramm innerhalb der Spinodalen befindet. So entsteht ein weiterer Anreicherungsho-
rizont dieser Komponente. Der Prozess kann auf diese Weise fortgefiihrt werden, wobei
die Amplitude dieser sogenannten spinodalen Konzentrationswellen (Surface-Directed
Spinodal Concentration Waves, SDW) raumlich exponentiell abféllt. Thre charakteristi-
sche Wellenldnge hgpw liegt in der Grofenordnung der Entmischungswellenldnge A des
Massenpolymerisats und nimmt ebenso wie die Amplitude wihrend der Phasensepara-
tion wie in Abbildung gezeigt zeitlich zu. Diinne Polymerfilme besitzen mit dem
Ausgangssubstrat und der Umgebungsluft zwei Grenzflachen, an denen jeweils SDWs
induziert werden konnen, was ein interferenzartiges Verhalten zur Folge haben kann.
Bei Experimenten mit Filmdicken im Bereich der charakteristischen Entmischungsldnge
wurde die Bildung von zwei Schichten und bei Filmdicken weit unterhalb dieser Wel-
lenlange die Unterdriickung der SDW-Bildung festgestellt |[16]. Derartige Morphologien
werden beim Spincoating-Verfahren mit grofser Rotationsgeschwindigkeit nacheinander
durchlaufen und sind in Abbildung schematisch dargestellt.

Fiir diese Arbeit wurde eine Polymer-Phasenmorphologie benétigt, bei der in eine
Matrix eingebettete Inseln mit einem Durchmesser von bis hinab zu 50 nm auftreten.
Dazu wurde eine Mischung der Polymere PS und PMMA mit einem jeweiligen Moleku-
largewicht von ungefihr 10000 g/mol und einem Mischungsverhiltnis von 3:7 verwendet.
Als Losungsmittel diente 2-Butanon, das auch als Methylethylketon (MEK) bezeichnet
wird, wobei die Konzentration der Losung stets bei 15mg/ml gewédhlt wurde. Zur besse-
ren Mischung wurde die Losung fiir 15 min bei 60 °C im Warmeschrank gelagert und zur
Entfernung nicht geldster Bestandteile sowie unerwiinschter Fremdpartikel abschlieffend
noch mehrmals filtriert.

2.2 Selbstorganisierende Monolagen (SAM)

2.2.1 Struktur und Funktion selbstorganisierender Monolagen

Als selbstorganisierende Monolagen (Self-assembled Monolayers, SAM) werden hoch-
geordnete Molekiilmonolagen bezeichnet, die sich wie in Abbildung 2.7(b) beschrieben
durch Physi- oder Chemisorption auf einem idealerweise atomar flachen Ausgangssub-
strat bilden. Sie eignen sich zur chemischen Oberflichen-Modifizierung oder als Anker
fiir weitere konstruktive Lithographieschritte und sind deshalb fiir zahlreiche Anwendun-
gen von grofem Interesse [17]. Thre Priparation auf einem geeigneten Substrat erfolgt
iiber einen Selbstassemblierungsprozess und ist damit vergleichsweise einfach.
SAM-bildende Molekiile bestehen wie in Abbildung[2.7(a) gezeigt aus einer Kopfgrup-
pe, einer Hauptgruppe und einer Endgruppe. Die Kopfgruppe ist fiir die Bindung des
Molekiils an das Substrat verantwortlich. Viele SAMs sind mit einer SH-Gruppe thiol-
terminiert und binden an Miinzmetalloberflichen oder mit einer CH3-Gruppe methyl-
terminiert, weshalb sie an Siliziumoxid binden. Der Hauptteil des Molekiils wird meist
durch eine Alkankette gebildet und bestimmt im Wesentlichen die spétere Schichtdicke
des SAM. Die Endgruppe zeigt aufgrund der vertikalen Aufrichtung des Molekiils vom
Substrat weg und beeinflusst deshalb entscheidend die chemischen Oberflicheneigen-
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Endgruppe—__ Chemisorption Physisorption Freies Molekil
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(a) SAM-Molekiil (b) Wechselwirkungspotential

Abbildung 2.7: Schematischer Aufbau und Schaubild des Wechselwirkungspotentials von
SAM-Molekiilen. (a) Ein SAM-Molekiil besteht aus einer Kopf-, einer Haupt- und einer
Endgruppe. (b) Die Bindung zwischen SAM-Molekiilen und Substrat kann durch Chemi-
oder Physisorption erfolgen.

schaften der Monolage wie die Polaritdt. Durch eine geeignete Wahl der Endgruppe
lassen sich somit funktionelle Oberflichen fiir die biologische Zellforschung oder auch
Biosensoren erstellen [18]. Auch als Resist fiir einen Atzprozess des darunter liegenden
Substrats kann ein SAM dienen [19H21].

2.2.2 Bildung selbstorganisierender Monolagen

SAMs werden in der Regel aus einer Lésung oder aus der Gasphase prédpariert. Beim
zundchst ablaufenden Wachstumsprozess wird anfangs nur ein kleiner Anteil der SAM-
Molekiile adsorbiert. Im Fall von Chemisorption entstehen dabei Reaktionsprodukte.
Bei SAMs mit Thiolterminierung adsorbieren die gelésten Molekiile auf der Miinzme-
talloberfliche, indem das Schwefelatom der Thiolgruppe kovalent an ein Metallatom
bindet, wihrend das Wasserstoffatom in Losung geht. Die Alkankette liegt wegen der
Van-der-Waals- Wechselwirkung mit den Substratatomen zunéchst flach auf der Oberfla-
che. Durch die fortschreitende Adsorption weiterer Molekiile lagern sich diese aneinander
an, um eine fiir sie aufgrund der Van-der-Waals-Wechselwirkung zwischen benachbarten
Alkanketten energetisch giinstigere Situation zu schaffen. Nach lokaler Uberschreitung
einer kritischen Belegungsdichte richten sie sich auf und bilden eine geordnete Schicht
mit einem bestimmten Neigungswinkel zur Oberflichennormalen des Ausgangssubstrats.
Diese inselartigen Schichten wachsen im letzten Abschnitt zu einem homogenen SAM
zusammen, der die komplette Oberfliche des Ausgangssubstrats bedeckt. Der gesam-
te Wachstumsprozess ist in Abbildung dargestellt. Zur Abschitzung der Wachs-
tumsdauer wird die Belegungsdichte © herangezogen, die in erster Néherung durch die
Langmuir-Adsorption beschrieben wird [17]:

©=1—exp(—R-(t—t.)). (2.9)

Der Wachstumsparameter R ist charakteristisch fiir das betrachtete System und ¢,
beschreibt ein eventuell verzogertes Einsetzen des Wachstumsprozesses, wobei die Wech-
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(a) Schritt 1 (b) Schritt 2

(c) Schritt 3 (d) Schritt 4

Abbildung 2.8: Schematischer Wachstumsprozess eines SAM. (a) Zunéchst adsorbieren die
SAM-Molekiile sukzessive auf der Substratoberfliche. (b) Bei geringer Belegungsdichte
liegen die Molekiile aufgrund von Van-der-Waals-Wechselwirkungen noch flach auf der
Oberflache. (c) Ab einer gewissen Belegungsdichte ist es fiir die SAM-Molekiile energetisch
giinstiger, sich stellenweise aufzurichten. (d) Durch weitere Zufuhr von Molekiilen entsteht
auf diese Weise schliefslich eine hochgeordnete Monolage.

selwirkung der SAM-Molekiile untereinander nicht berticksichtigt wird. Durch die ex-
ponentielle Zunahme der Belegungsdichte sind bereits nach einigen Minuten 80 % bis
90 % der Oberfliche bedeckt. Nach dem Wachstumsprozess finden jedoch noch weitere
Ordnungs- und Umordnungsprozesse statt, die sich im Bereich von Stunden und Tagen
abspielen [22].

In dieser Arbeit wurde das SAM-Molekiil 6-Mercapto-1-hexanol (MCH) mit der Struk-
turformel HS(CHs2)gOH eingesetzt, welches mit seiner Thiolgruppe kovalent an die ver-
wendeten Miinzmetalloberflichen bindet. Die Hydroxy-Gruppe wird zur Oberflichen-
passivierung gegeniiber anschlieffend priaparierten DNA-Linkern bendétigt. Die Herstel-
lung und Verwendung der zugehorigen, sogenannten Blockier-Losung wird in Kapitel[7.2]
erldutert.
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2.3 Substratkonsumierende metallorganische Schichten
(SCMOL)

2.3.1 Schichtbildende Molekiile

In unserer Arbeitsgruppe wurde entdeckt, dass sich bei der Préparation von Coumarin-
thiol-Molekiilen auf Kupfersubstraten statt der erwarteten Monolagen mehrere 100 nm
dicke Schichten ausbildeten. Daran ankniipfende Untersuchungen ergaben, dass in die-
sem Fall bei komplett ausgewachsenen Schichten Kupfer- und Schwefelatome im festen
Verhiéltnis von 1:1 auftreten und die Korrelationslange metallenthaltender Bereiche je-
ner Lange entspricht, die ein zum Photodimer verbundenes Monomer des urspriinglichen
Coumarinthiolmolekiils annehmen kann [23)24]. Auferdem konnte gezeigt werden, dass
ein solcher Wachstumsprozess auch auf anderen Metallen und mit anderen Molekiilen
moglich ist [25]. Eine sogenannte substratkonsumierende metallorganische Schicht (Sub-
strate Consuming Metal Organic Layer, SCMOL) entsteht demnach durch den Einbau
von diversen mit Thiolgruppen behafteten, organischen Molekiilen in eine urspriing-
lich wesentlich diinnere Metallschicht und besitzt dabei eine feste Stochiometrie. Die
Zusammensetzung einer solchen Schicht ist in Abbildung gezeigt. Die resultierende
Schichtdicke ist von der Wachstumsdauer und der Wachstumsgeschwindigkeit abhéngig,
die wiederum von den verwendeten Materialien, der Temperatur und der Oxidation der
Metalle abhéngt [25]. Das Wachstum lésst sich iiber die optische Analyse der jeweiligen
Interferenzfarbe leicht kontrollieren [26).

Die bisherige Ansicht der Notwendigkeit von mindestens zwei Thiolgruppen wurde in
dieser Arbeit widerlegt, indem das SCMOL-Schichtwachstum auch mit einem Molekiil
mit nur einer Thiolgruppe demonstriert wurde (siehe Kapitel [7.8).

T
? ) ? ) @ Abbildung 2.9: Schematische Struktur einer mit-
o/ 9 u 9 u O u 9 - tels Dithiolen gebildeten SCMOL-Schicht. Durch

den Einbau von Dithiol-Molekiilen erhoht sich der

‘ 9 9 0 G Abstand zwischen zwei Kupferatom-Lagen in Ab-
héngigkeit von der Linge der Alkankette (schwarz)
und es kommt zu einer als SCMOL-Wachstum be-

a v 9 u 9 v 9 u “ zeichneten Schichtdickenverstarkung. Die Bindung

erfolgt dabei zwischen den Kupferatomen (rot)

Q O O O - und den Schwefelatomen (gelb), die aufgrund ihrer

j § § § dreidimensionalen Auspridgung hier jedoch nicht
= <= explizit dargestellt ist.

Zur SCMOL-Bildung auf Kupfer- oder Silberschichten eignen sich aufgrund ihrer
beiden Thiolgruppen die Photodimere des Coumarinderivats (CD) 6-Mercaptohexyl
Coumarin-3-carboxylat, sowie die Molekiile Diamino-2,6-dimercaptopyrimidin (DDP)
und 1,4-Dithioerythritol (DTE) [25]. DTE beispielsweise besteht aus einer vieratomigen
Kohlenstoffkette, an deren beiden mittleren Atomen sich jeweils eine Hydroxygruppe
und an deren beiden Enden sich die zur SCMOL-Bildung notwendigen Thiolgruppen
befinden. Die aufierdem vorhandenen Hydroxygruppen sorgen fiir eine sehr gute Was-
serloslichkeit. DTE besitzt ein Molekulargewicht von 154,35 g/mol und eine Lange von
757 pm, was mittels Dichtefunktionaltheorie ermittelt wurde. Wegen seines niedrigen
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EIZ H C?H SH gz gz gz OH
s~ NG~ ENe s hs” ONe O\ O
OH H2 H2 H2 H2
(a) 1,4-Dithioerythritol (b) 6-Mercapto-1-hexanol

Abbildung 2.10: Strukturformeln von 1,4-Dithioerythritol (DTE) und 6-Mercapto-1-
hexanol (MCH). DTE besitzt an beiden Enden eine Thiolgruppe, MCH eine Hydroxy-
und nur eine Thiolgruppe.

Redoxpotentials von -0,33V wird es auch zur Spaltung von Disulfidbindungen einge-
setzt [27,28].

In dieser Arbeit wurde auferdem entdeckt, dass auch 6-Mercapto-1-hexanol (MCH)
eine SCMOL bilden kann, obwohl dieses Molekiil lediglich eine Thiolgruppe besitzt.
MCH umfasst mit seiner sechsatomigen Kohlenstoffkette am gegeniiberliegenden FEnde
noch eine Hydroxygruppe und weist ein Molekulargewicht von 134,24 g /mol auf.

Die Strukturformeln von DTE und MCH sind in Abbildung dargestellt.

2.3.2 Mechanismus des Schichtwachstums

Beim Wachstumsprozess einer SCMOL entsteht zunéchst eine diinne metallorganische
Schicht durch Bindung der in Lésung vorliegenden SCMOL-bildenden Molekiile an die
Metalloberfliche mittels ihrer Thiolgruppen. Durch die bereits entstandene Schicht dif-
fundieren weitere Molekiile und bilden gemeinsam mit den Atomen der diinner wer-
denden Metallschicht eine weitere Lage, die die bereits entstandene Schicht weiter nach
oben schiebt. Das Schichtwachstum endet nach der vollsténdigen Aufzehrung der zuvor
vorhandenen Metallschicht oder nach vorzeitiger Entnahme der Schicht aus der Losung.
Mit einem solchen Wachstumsmechanismus sind zahlreiche Varianten von Bottom-Up-
Lithographie-Methoden denkbar [24-26].

Die Tatsache, dass nach der Ausbildung einer anfinglichen Monolage das weitere
Wachstum durch die Diffusion der organischen Molekiile an die Unterseite des SCMOL
und nicht durch den Transport von Metallatomen an dessen Oberfléche von statten geht,
wurde unter Verwendung einer speziellen Metallschicht nachgewiesen. Als Ausgangssub-
strat wurde eine 10 nm dicke Kupferschicht verwendet, die sich iiber einer 10 nm dicken
Silberschicht befand. Nach der Immersion in die SCMOL-Losung zeigten Messungen mit
Energiedispersiver Rontgenspektroskopie (EDX), dass sich die Kupfer-SCMOL {iber der
Silber-SCMOL befand und die Reihenfolge der Metalle somit eingehalten wurde [25].
Folglich muss das SCMOL-Wachstum an der Grenzflache zwischen entstehender SCMOL
und Metallschicht stattfinden. Der Wachstumsvorgang ist in Abbildung [2.1T]schematisch
dargestellt.

Die Schicht, die nach Zugabe von a-w-Dithiolen entsteht, gleicht der Struktur eines
Dithiolats, bei dem beide Thiolgruppen mit jeweils einem Metallatom verbunden sind
und sich zwischen den Metallebenen immer ein organisches Molekiil befindet [29]. Bei
Zugabe von Thiolen mit nur einem Schwefelatom bildet sich dagegen ein Thiolat aus,
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2 Grundlagen des Probensystems

(a) Schritt 1 (b) Schritt 2

(c¢) Schritt 3

Abbildung 2.11: Schematischer Mechanismus des SCMOL-Schichtwachstums. (a) Zunéchst
gelangen erste in Losung befindliche SCMOL-bildende Molekiile an die Oberflache und rea-
gieren mit den Atomen der rotlich dargestellten Kupferschicht. (b) Die dabei entstehende,
orange dargestellte, noch diinne SCMOL-Schicht wird von weiteren Molekiilen durchdrun-
gen und das Schichtwachstum auf der Kupferoberflache fortgesetzt. (¢) Das Schichtwachs-
tum endet nach dem kompletten Verbrauch der Kupferschicht.

bei dem sich zwischen den Metallebenen jeweils zwei Thiolmolekiile befinden, deren
Alkankettenenden iiber Van-der-Waals-Wechselwirkungen miteinander verzahnt und die
an ihrem anderen Ende mit den Metallatomen verbunden sind [30-34].

Weitere Untersuchungen zeigten, dass die Wachstumsgeschwindigkeit eines SCMOL
neben dem verwendeten Ausgangssubstrat auch in grofem Mafke von der Umgebungs-
temperatur abhingig ist. So ergab sich fiir DTE, das mit einer Konzentration von
3,48 mmol/] in bidestilliertem Wasser gelost war, bei einer Temperatur von 60 °C eine
etwa doppelt so grofe Wachstumsgeschwindigkeit als bei Raumtemperatur. Auferdem
ging das Wachstum mit Kupfer- schneller als mit Silberschichten von statten. Bei einigen
SCMOL-bildenden Molekiilen kann sich jedoch bei hoherer Temperatur die Oberflichen-
rauhigkeit der Schicht verschlechtern [25].

Da die SCMOL-Bildung auf anderen Miinzmetalloberflichen wie Gold ausbleibt, lag
die Vermutung nahe, dass die Oxidationseigenschaften der Metalle ebenfalls eine Rolle
spielen. Dazu wurde ein elektrochemischer Aufbau verwendet, bei dem ein Golddraht
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als Kathode und die mit der zu untersuchenden Metallschicht beschichtete Probe als
Anode fungierte. Die Losung umfasste DTE-Molekiile und Kochsalz NaCl als Elektrolyt.
Durch Anlegen einer Gleichspannung von 1V wurde das SCMOL-Wachstum des DTE
auf Kupfer um den Faktor 28, auf Silber um den Faktor 34 gesteigert. Dies kann im Fall
von Silber mittels folgender Reaktionsgleichung begriindet werden:

4Ag + Oz(aq) +2H20 — 4AgT +40H . (2.10)

Die Metallschicht wird demnach durch die positive Spannung stérker oxidiert und
der Wachstumsprozess dadurch beschleunigt. Die Metalloxidation scheint demnach eine
Grundvoraussetzung fiir das SCMOL-Wachstum zu sein [25].

Fiir das SCMOL-Wachstum wurden im Rahmen dieser Arbeit Losungen des schicht-
bildenden Molekiils DTE verwendet, wobei die Konzentration in bidestilliertem Wasser
bei 3,3mmol/] lag und die Losung stets unmittelbar vor ihrer Benutzung hergestellt
wurde. Die Immersion der mit einer Metallschicht versehenen Proben wurde bei 60°C
in einem Warmeschrank durchgefiihrt, um das Schichtwachstum zu beschleunigen. Nach
einer fiir die gewiinschte Schichtdicke charakteristischen Zeit wurden die Proben wieder
entnommen und unter destilliertem Wasser abgespiilt. Nach Entdeckung der Moglich-
keit des Schichtwachstums mit MCH wurde der exakt gleiche Prozess auch mit diesem
Molekiil durchgefiihrt, wobei hier als Konzentration 1 mmol/l gewahlt wurde.

2.4 DNA-Einzelstrange

2.4.1 Struktur und Funktion von DNA und RNA

Desoxyribonukleinsidure (Deoxyribonucleic Acid, DNA) und Ribonukleinsiure (Ribo-
nucleic Acid, RNA) sind in den Zellen aller Lebewesen und auch in Viren vorkommende
Makromolekiile. Bei Eukaryoten, zu denen Tiere, Pflanzen und Pilze gehoren, liegt ein
Grofsteil der DNA im Zellkern in Form von Chromosomen vor. Bei Prokaryoten, die
sich von den Eukaryoten durch ihren fehlenden Zellkern abgrenzen lassen und zu de-
nen beispielsweise Bakterien zdhlen, befindet sich die DNA im Cytoplasma. Viren, die
nach géngiger Ansicht nicht zu den Lebewesen zdhlen, besitzen je nach Art DNA oder
lediglich RNA [35].

Die Grundbausteine der allgemein als Nukleinsduren bezeichneten DNA und RNA
sind die sogenannten Nukleotide, bei denen es sich um Verbindungen mit einem Phos-
phat-, einem Zucker- und einem Basenbestandteil handelt. Die Strukturformeln der
einzelnen Bestandteile sind in Abbildung dargestellt, die Strukturformeln eines ex-
emplarischen Nukleotids und eines exemplarischen Oligonukleotids in Abbildung
Beim Zucker handelt es sich um ein Monosaccharid, das fiinf Kohlenstoffatome enthélt
und deshalb als Pentose bezeichnet wird. Die Kohlenstoffatome werden zur einfache-
ren Beschreibung durchnummeriert und mit der jeweiligen Zahl und einem Hochstrich
versehen. Im engeren Sinn handelt es sich bei diesem Zucker immer um entweder ei-
ne Ribose oder eine Desoxyribose. Diese unterscheiden sich nur darin, ob sich am 2’-
Kohlenstoffatom eine OH-Gruppe oder eine H-Gruppe befindet. Bei den Nukleotidbasen
handelt es sich um insgesamt fiinf verschiedene stickstoffhaltige Ringverbindungen. Da-
zu zdhlen die Pyrimidin-Derivate Cytosin (C), Thymin (T) und Uracil (U), sowie die
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Abbildung 2.12: Strukturformeln der Nukleotid-Bestandteile. Ein Nukleotid besitzt (a)-(b)
einen Zucker-, (c) einen Phosphat- und (d)-(h) einen Basenbestandteil.

Purin-Derivate Adenin (A) und Guanin (G). Dabei sind Pyrimidine aus einem sechsato-
migen Ring aus Kohlenstoff und Stickstoff aufgebaut, wahrend Purine aus einer Kom-
bination eines sechs- und eines fiinfatomigen Rings bestehen, die ebenfalls beide aus
Kohlenstoff und Stickstoff bestehen. Die Basen sind {iber eine glykosidische Bindung
an das 1’-Kohlenstoffatom des Zuckers gebunden. Die Phosphorsdaure H3POy ist iiber
eine Esterbindung an das 5’-Kohlenstoffatom des Zuckers gebunden. Potentiell weitere
Phosphorsduremolekiile sind iiber Anhydridbindungen verkniipft.

Die Nukleotide lassen sich aufgrund der erwéhnten mdglichen Basen in fiinf verschie-
dene Grundtypen differenzieren. Handelt es sich beispielsweise um eine Adenin-Basis,
so wird das gesamte Molekiil je nach Anzahl der Phosphatgruppen und der Ausprigung
des Zuckermolekiils als (Desoxy-) Adenosinmono-/di-/triphosphat bezeichnet.

Die Bindung der Nukleotide untereinander entsteht durch eine Phosphodiesterbin-
dung zwischen der Phosphatgruppe am 5-Ende und der Hydroxygruppe am 3’-Ende
des Zuckers und lduft im Rahmen einer Kondensationsreaktion ab. Die so entstandenen
Makromolekiile heifen Desoxyribonukleinsdure bzw. DNA, wenn sie aus Nukleotiden
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Abbildung 2.13: Strukturformeln von exemplarischen Nukleotiden und Oligonukleotiden,
deren Bindung stets iiber eine Phosphodiesterbindung zwischen der Phosphatgruppe am 5’-
Ende und der Hydroxygruppe am 3’-Ende des Zuckers erfolgt. Bei dem Nukleotid handelt
es sich um Desoxyadenosindiphosphat.

mit Desoxyribosen bestehen, oder Ribonukleinsdure bzw. RNA, wenn sie aus Nukleoti-
den mit Ribosen aufgebaut sind. DNA-Molekiile enthalten die Basen A, G, C und T,
RNA-Molekiile die Basen A, G, C und U. Wihrend die RNA als Einzelstrang vorliegt,
ist die DNA im Allgemeinen als Doppelhelix ausgebildet. Das bedeutet, dass sich zwei
Einzelstrénge iiber Wasserstoffbriicken zwischen den Basen A und T, sowie G und C
gebildet haben.

Die Funktion der DNA liegt in der Speicherung der Erbinformation, da mit ihrer
Hilfe die RNA hergestellt wird, in deren Basensequenz wiederum der Bauplan zur Pro-
teinsynthese codiert ist. Bei manchen Virenarten wie beispielsweise dem in dieser Arbeit
verwendeten Tabakmosaikvirus existieren keine DNA-Molekiile, weshalb die Gene direkt
in der RNA verankert sind. Ebenso wie DNA und RNA sind Proteine lange Kettenmo-
lekiile, die allerdings nicht aus Nukleotiden, die durch ihre Basen charakterisiert sind,
sondern aus Aminoséuren bestehen. Dies ist eine Klasse organischer Verbindungen mit
mindestens einer Carboxy- und einer Aminogruppe. Die Zuordnung des genetischen Co-
des der RNA zu der Vielzahl verschiedener Proteine erfolgt iiber eine feste Zuordnung
von jeweils drei Basen des RNA-Strangs zu jeweils einer der 20 in lebenden Organismen
vorkommenden Aminosduren. Die auf diese Weise erzeugten Proteine sind fiir den Zell-
haushalt verantwortlich und steuern letztlich die biologische Entwicklung des gesamten
Organismus.
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2.4.2 Struktur und Funktion von DNA-Linkern

Bei DNA-Linkern handelt es sich um Oligonukleotide, also um kurze, einstringige DNA-
Sequenzen, die sich aus einer geringen Anzahl an Nukleotiden und einer Endgruppe zu-
sammen setzen, weshalb sie sowohl Bindungen zu einer komplementiren DNA-Sequenz
als auch zu einem passend gewihlten Ausgangssubstrat eingehen kénnen. Ihre Her-
stellung erfolgt entweder iiber eine chemische DNA-Synthese [36] oder aber durch die
Anwendung von Enzymen, die DNA-Sequenzen an vorbestimmten Stellen schneiden
konnen und als Restriktionsendonukleasen bezeichnet werden.

9' - HS -ttt ttt ttt ttt ttt gca cca cgt gtg att acg gac aca atc cg - 3'

(a) DNA-Linker FEB-HS-6245

o' - HS -ttt ttt ttt ttt ttt cgg att gtg tee gta atc aca cgt ggt gc - 3

(b) DNA-Linker FEB-HS-c6245

Abbildung 2.14: Schematischer Aufbau der verwendeten DNA-Linker. Neben der Thiol-
gruppe bestehen diese aus einer Abfolge von Nukleotiden, die in ihrer biologischen Funk-
tionalitdt und deshalb auch in ihrer Schreibweise durch ihren Basenanteil charakterisiert
sind. Da Adenin (a) an Thymin (t) und Cytosin (c¢) an Guanin (g) bindet, sind die beiden
gezeigten Linker zueinander abschnittsweise komplementér.

In dieser Arbeit wurden die DNA-Linker neben der Anbindung von Tabakmosaik-
viren hauptséchlich zur ortsselektiven Fixierung von Goldkolloiden auf dem jeweilig
verwendeten Ausgangssubstrat bendtigt. Dies geschieht zum einen iiber die einseitige
Bindung an die Substratoberfliche beziehungsweise an die Goldkolloide mittels ihrer
Endgruppe und zum anderen durch ihren Einsatz als Primer, also als Ausgangspunkt
einer DNA-Replikation. Die beiden eingesetzten Linker weisen daher eine aus 44 Nu-
kleotiden aufgebaute Basensequenz auf, die zu einem Abschnitt der Basenabfolge der
Tabakmosaikviren-RNA komplementér beziehungsweise identisch ist und deshalb nicht
nur gegenseitig, sondern auch an die RNA dieser Viren binden kénnen.

Zur Bindung an Goldoberflichen wurde der thiolterminierte Linker FEB-HS-6245,
zur Bindung an Goldkolloide der ebenfalls thiolterminierte, aber abschnittsweise kom-
plementare Linker FEB-HS-c6245 der Firma Biomers (Ulm) verwendet. Der Aufbau
beider DNA-Linker ist in Abbildung schematisch dargestellt. Die Herstellung der
notwendigen Losungen sowie die Pridparation der Oligonukleotide sind aufgrund ihrer
Komplexitit in Kapitel beschrieben.

2.5 Tabakmosaikviren (TMV)

2.5.1 Grundbegriffe der Virologie

Viren sind fiir Eukaryoten wie Prokaryoten infektiose Partikel, die sich zwar extrazellu-
l&r verbreiten, aber nur intrazelluldr vermehren konnen. Sie besitzen ein Programm zu
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ihrer Vermehrung und Ausbreitung, bestehen aber selbst nicht aus einer Zelle und besit-
zen demnach unter anderem kein Cytoplasma, das ein Medium fiir Stoffwechselvorginge
darstellen kénnte. Daher sind keine Proteinsynthese, Energieumwandlung und Selbstre-
plikation méglich, weshalb Viren auf den Stoffwechsel einer Wirtszelle angewiesen sind.
Aus diesem Grund werden sie im Allgemeinen nicht als Lebewesen angesehen.

Viren treten in zwei Erscheinungsformen auf. Ein auferhalb einer Wirtszelle existentes
Virus wird als Virion bezeichnet. Es umfasst stets Nukleinsduren in Form von DNA oder
RNA und neben weiteren moglichen Bestandteilen in einigen Féllen auch eine Protein-
hiille oder eine von Proteinen durchsetzte Lipiddoppelschicht. Innerhalb der Wirtszelle
liegt das Virus lediglich in Form einer Nukleinsdure vor, welche die Informationen zur
Replikation und zur Reproduktion neuer Virionen enthélt, die zur Verbreitung des Virus
aus den Wirtszellen ausgeschleust werden. Im Wesentlichen ist ein Virus also eine Nu-
kleinsdure, auf der die Informationen zur Steuerung des Stoffwechsels einer Wirtszelle
codiert sind, die insbesondere der eigenen Replikation sowie der weiteren Ausstattung
der zu bildenden Virionen dient.

2.5.2 Tabakmosaikviren als Nano-Bausteine definierter Dimension mit
chemisch modifizierbarer Oberflache

Das Tabakmosaikvirus (TMV) bildet wie in Abbildung gezeigt hohlzylindrische
Virionen mit einer Lange von etwa 300nm und einem Durchmesser von 18 nm. Die
RNA umfasst etwa 6400 Nukleotide und ist von etwa 2100 identischen Hiillproteinen
umgeben. Das TMV infiziert ausschlieflich Pflanzen, insbesondere die Tabakpflanze
mit der namensgebenden Tabakmosaikkrankheit. In diesem Zusammenhang erlangte es
historische Bedeutung, weil in diesem Fall erstmals eine Krankheitsiibertragung durch
Bakterien, die wesentlich grofer sind, ausgeschlossen werden konnte.

18 nm

A
i

Abbildung 2.15: Schematischer Aufbau des Ta-
bakmosaikvirus. Mit seinen 6400 Nukleotiden und
Hallproteine 2100 identischen Hiillproteinen besitzt das Viri-
on eine wohldefinierte Gestalt von 300nm Linge
und 18 nm Durchmesser und eignet sich damit und
aufgrund der zusidtzlichen Moglichkeit der Ober-
flichenmodifizierung fiir den Einsatz als Nano-
Baustein. In dieser Arbeit wurden nicht-infektiose
TMV-Derivate mit verkiirzter Linge eingesetzt.

300 nm

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Viren sind durch Mutagenese des urspriing-
lichen TMV entstanden und deshalb nicht infektids. Diese TMV-Derivate wiesen eine
verkiirzte Linge von 135nm sowie den iiblichen Durchmesser von 18 nm auf.

Derzeit werden mit solchen Nano-Bausteinen variabler, wohldefinierter Lingen und
verschiedenartiger chemischer Oberflacheneigenschaften Nanobiirsten und dreidimensio-
nal verzweigte Rohrchengeriiste entwickelt, die Grundlage fiir zuk{inftige robuste, bioak-
tive Nano-Hybridsysteme sein konnten. In dieser Arbeit wurde ein Verfahren entwickelt,
um Tabakmosaikviren innerhalb von nanoskaligen, mafsgeschneiderten Lochstrukturen
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einseitig anzubinden und anschliefsend senkrecht aufzurichten. Solche aufrecht stehenden
TMV wiren bei zusétzlicher Funktionalisierung ihrer Oberfliche fiir Anwendungen in
der Sensorik geeignet. Im Vergleich zu direkt am Substrat gebundenen Funktionstragern
wire deren Zuginglichkeit erhéht, der sterische Einfluss stark vermindert und vor allem
deren Funktionalitit aufgrund konformativer Freiheit maximiert. Als Funktionstriger
wiren beispielsweise Enzyme oder Integrine denkbar, die fiir die Verbindung von Zellen
mit anderen Zellen und mit der Extrazelluldren Matrix verantwortlich sind.

Die Assemblierung der TMV-Derivate aus zugehoriger RNA und gereinigtem Pro-
tein wurde von Herrn Fabian Eber am Biologischen Institut der Universitdt Stuttgart
durchgefithrt und ist in Kapitel beschrieben [37].
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3 Praparative Methoden

Zur ortsselektiven Anbindung und vertikalen Aufrichtung von Tabakmosaikviren als
Trégersystem fiir sterisch ideal zugéngliche Nano-Sonden mit hoher Nachweisempfind-
lichkeit wurden eine Vielzahl aufwéndiger Priparationstechniken eingesetzt, die sich
hauptséchlich zur Vorstrukturierung des Substrats mittels der in Kapitel vorgestell-
ten Polymerblend-Lithographie herangezogen wurden. Das Spincoating-Verfahren wur-
de zur Herstellung einer lateralen Polymermorphologie verwendet, die nach Behandlung
mit einem selektiven Losungsmittel als Maske fiir einen Aufdampfprozess diente, bei
dem Gold-, Silber- und Kupferschichten mit Dicken in der Gréfenordnung von 10 nm
erzeugt wurden. Das Snowjet-Verfahren wurde sowohl zur abschliefenden Entfernung
der zweiten Polymerkomponente, als auch zur Reinigung der verwendeten Silizium-
substrate zu Beginn des Strukturierungsprozesses eingesetzt. Die Plasma-Modifizierung
wurde zur Reinigung von Goldoberflichen vor Anwendung der ebenfalls in Kapitel
beschriebenen DNA-Linker-Préparation eingesetzt. Bei allen weiteren Prozessschritten
von DNA-Linker- und DNA-Goldkolloid-Priparation kamen Methoden wie beispiels-
weise Zentrifugieren zum Einsatz, deren Funktionsweise keiner weiteren Erlduterung

bedarf.

3.1 Substrat-Herstellung

Als Ausgangssubstrate wurden stets etwa 1cm x 1cm grofe quadratische Stiicke von
polierten, einkristallinen Siliziumwafern der Firma Siltronic (Burghausen) mit einem
Durchmesser von 150 mm und einer Dicke von 750 + 250 ym verwendet. Unter Ausnut-
zung der mit der [110]-Orientierung einhergehenden orthogonalen Oberflichensymme-
trie der Wafer wurden diese Proben iiber Anreiffen mit einem Diamantstift parallel zu
einer der Kristallachsen und Brechen iiber einer scharfen Kante hergestellt. Die Silizium-
oberfliche weist durch den Einfluss des Luftsauerstoffs stets eine stabile, passivierende
Siliziumoxidschicht auf, deren Dicke im Bereich von 1nm bis 2,5nm liegt [38-40]. Po-
lierkratzer spielten ebenso wenig eine Rolle wie Dotierung und Leitfdhigkeit und wurden
nicht beriicksichtigt. Die Siliziumoberflichen mussten allerdings vor dem ersten Prépa-
rationsschritt gereinigt werden.

3.2 Snowjet-Verfahren

Die Reinigungswirkung des zerstérungs- und riickstandsfreien Snowjet-Verfahrens ba-
siert auf der Wechselwirkung eines COx-Trockeneiskristallstrahls mit Partikeln verschie-
dener Grofsen und organischen Verunreinigungen auf einer Substratoberfliche. Das Koh-
lenstoffdioxid wird dazu bei einem Druck von 58,5 bar aus der Gasflasche entnommen
und wie in Abbildung dargestellt durch eine enge Diise mit einem Durchmesser von
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3 Préparative Methoden

ca. 1 mm auf die zu reinigende Probe gerichtet. Durch den raschen Druck- und Tempe-
raturabfall aufgrund der schnellen Expansion des Gases bilden sich im Strahl Trocken-
eiskristalle aus. Es ergibt sich also ein Strahl aus COs-Schnee, weshalb die gesamte
Apparatur als Snowjet bezeichnet wird.

iskristall

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung (a) des apparativen Aufbaus und (b) des Funkti-
onsprinzips des Snowjets. Der CO5-Strahl wird iiber eine Diise aus einer Gasflasche entnom-
men, die Probe befindet sich zur Verhinderung von Vereisung und Kondenswasserbildung
auf einem mit einer Heizplatte im thermischen Kontakt befindlichen Aluminiumzylinder,
iiber dessen mittige Bohrung die Probe mittels einer Vakuumpumpe fixiert wird. Schmutz-
partikel werden ihrer Grofe entsprechend entweder durch ihren aerodynamischen Wider-
stand oder durch Impulsiibertrag von der Probenoberfliche, organische Verunreinigungen
durch ihre Loslichkeit in fliissigem Kohlenstoffdioxid entfernt.

Partikel ab einer Gréfsenordnung von Mikrometern werden vom Gasstrahl aufgrund
ihres aerodynamischen Widerstands von der Oberfliche entfernt. Bei Partikel mit noch
geringeren Ausmafen wird die den Luftwiderstand kompensierende Oberflachenhaftung
durch den Impulsiibertrag bei der Kollision mit den Schneekristallen iiberwunden, wes-
halb diese anschliefend vom Gasstrahl entfernt werden. An der Probe adsorbierte or-
ganische Verunreinigungen werden durch ihre Loslichkeit in fliissigem Kohlenstoffdioxid
entfernt, das beim Auftreffen der CO9-Trockeneiskristalle auf der Oberflache durch die
beim Aufprall ablaufende Umwandlung der kinetischen Energie in Warme kurzzeitig ent-
steht. In der fllissigen Phase des Kohlenstoftfdioxids werden die organischen Verunreini-
gungen geldst und beim erneuten Erstarren der COq-Trépfchen in diesen eingeschlossen
und mit dem Gasstrahl von der Oberfliiche entfernt [41][42].

Zur Verhinderung der Vereisung und Kondenswasserbildung wird die Probe wahrend
der Reinigung auf einem Aluminiumzylinder platziert, der von einer Heizplatte auf 80 °C
bis 100 °C erhitzt wird. Dadurch ist das Snowjet-Verfahren auf die Reinigung thermisch
gut leitfahiger Proben begrenzt, was bei Siliziumwafern gegeben ist. Um das Wegblasen
der gesamten Probe zu vermeiden, wird sie auf einer Bohrung im Aluminiumzylinder
positioniert, in dessen Innenraum mit einer Vakuumpumpe ein Unterdruck erzeugt wird.

Die Prozessfithrung beim Snowjet-Verfahren gestaltet sich folgendermafen. Nach der
Autheizung des Aluminiumzylinders wird die Probe mit der Pinzette auf dessen Boh-
rung platziert und die Vakuumpumpe eingeschaltet, so dass sich sofort der benétigte
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Unterdruck einstellt. Nach Offnen des Gasflaschenventils wird die Diise im Idealfall ge-
rade so dicht iiber die Probe gefiihrt, dass deren Oberfliche nicht sichtbar vereist. Der
ideale Abstand hingt von der Warmeleitfahigkeit der jeweiligen Probe sowie der Tempe-
ratur der Heizplatte ab und liegt im Bereich von 1 cm. Zur gleichméfigen Reinigung der
Probe wird der Snowjet in einem Raster iiber diese hinweg bewegt, wobei sein Einfall
nicht genau senkrecht von oben sein sollte, damit der mit Verunreinigungen versehene
reflektierte Strahl die Probenoberfliche in einer anderen Richtung verlésst.

Das Snowjet-Verfahren wurde sowohl zur Entfernung von Polymerstrukturen, als auch
zur Reinigung von Siliziumsubstraten eingesetzt.

3.3 Spincoating-Verfahren

3.3.1 Funktionsprinzip des Spincoating-Verfahrens

Mit dem auch kommerziell in der Halbleiterindustrie angewendeten Spincoating-Ver-
fahren lassen sich innerhalb weniger Sekunden diinne Polymerfilme auf glatten Substra-
toberflichen erzeugen. Dies geschieht durch die mittige Benetzung des Substrats mit der
entsprechenden Polymerlosung, welches mit Hilfe eines Unterdrucks auf einem drehbaren
Teller fixiert ist, der als Chuck bezeichnet wird. Bei der anschlieffenden schnellen Rotati-
on wird die Polymerlésung aufgrund der Zentrifugalkraft radial nach auken katapultiert,
wobei das Losungsmittel verdampft und die Polymere sich zu einem gleichméfigen, glat-
ten Film formieren. Das verwendete Losungsmittel sollte das Substrat gut benetzen, da
es sonst samt Polymeren weggeschleudert wird, was sonst nur bei iiberschiissiger Losung
der Fall ist. Der Vorgang wird in Abbildung gezeigt.

Die Schichtdicke verringert sich wihrend des Spincoating-Prozesses aufgrund der Lo-
sungsmittelverdampfung in signifikanter Weise. Die resultierende Schichtdicke d ist ab-
héngig von der Rotationsfrequenz w, der Viskositit 1 der Losung und der Polymerkon-
zentration co [43|:

d(co,m,w) = co -t/ - w12, (3.1)

Es ist moglich, Polymerfilme mit Schichtdicken von einigen Mikrometern bis hinab
zu einigen Angstrom herzustellen [44]. Thre Oberflichenraunigkeit lisst sich durch die
Verwendung gut benetzender, hochsiedender Losungsmittel auf wenige Angstrom redu-
zieren [11].

Die theoretische Beschreibung der beim Spincoating-Verfahren entstehenden Phasen-
morphologie gestaltet sich schwierig. Dies liegt nicht nur an ihrer Beeinflussung durch
zahlreiche duftere Faktoren, sondern auch durch ihr Erstarren in einem metastabilen
Zustand. Aufgrund der hohen Geschwindigkeit des Vorgangs entstehen beim Durchlau-
fen der verschiedenen Konzentrationsbereiche des verdampfenden Lésungsmittels unter-
schiedliche Morphologien, die nicht denen des jeweiligen thermodynamischen Gleichge-
wichts entsprechen. Zudem wird die Diffusion der Polymere durch die bei hohen Ver-
dampfungsraten iibliche Verdampfungskilte des Losungsmittels zusétzlich behindert.
Der letztendlich entstandene Polymerfilm befindet sich demnach in einem eingefrore-
nen, metastabilen Zustand, in dem eine Relaxation in die Gleichgewichtslage durch die
stark eingeschrénkte Diffusion nicht moglich ist. Dies kann lediglich nachtraglich durch

27



3 Préparative Methoden

/

(a) Vor der Rotation (b) Nach der Rotation

|

Abbildung 3.2: Schematisches Funktionsprinzip des Spincoaters. Das zu beschichtende
Ausgangssubstrat wird durch einen Unterdruck auf dem drehbaren Chuck fixiert. (a)
Nach Aufpipettieren des die Polymermolekiile enthaltenden Losungsmitteltropfens wird
der Chuck fiir wenige Sekunden in schnelle Rotation versetzt (in Pfeilrichtung), (b) wo-
durch ein diinner Polymerfilm an der Substratoberfliche entsteht.

Thermal Annealing, bei dem der Polymerfilm auf eine Temperatur oberhalb der ent-
sprechenden Glasiibergangstemperaturen erwidrmt wird, oder durch Vapour Annealing
ermoglicht werden, wo die Polymerschicht in eine Losungsmittelatmosphére eingebracht
wird. Wie bereits angedeutet, ist die entstehende Morphologie bei einem bestimmten
Polymerblend von vielen dufteren Parametern abhingig. Dazu geh6rt neben den ver-
gleichsweise einfach einstellbaren Molekulargewichten, dem Massenverhiltnis, der Lo-
sungsmittelkonzentration und der Rotationsgeschwindigkeit auch die relative Luftfeuch-
tigkeit der Probenumgebung. Dabei sind verschiedene Mechanismen der Einflussnahme
auf die Schichtbildung denkbar. Dies kann beispielsweise durch die mit der Luftfeuchtig-
keit variierende Polaritdt der Luftgrenzschicht zu Stande kommen. Es kann aber auch
einfach zu einer Ablagerung von Wassertropfchen auf dem Substrat kommen, die sich als
Lochstruktur in der entstandenen Morphologie bemerkbar machen. Um die relative Luft-
feuchtigkeit kontrollieren zu konnen, wurde die verwendete Spincoating-Apparatur um
eine spezielle Vorrichtung erweitert, die eine beliebige Mischung eines Stroms trockenen
und eines mit Wasserdampf gesittigten Stickstoffs erlaubt.
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3.3 Spincoating-Verfahren

3.3.2 Apparativer Aufbau und Bedienungsfithrung beim
luftfeuchtigkeitsgeregelten Spincoating-Verfahren

Dimroth- q Durchfluss-
Kiihler ™~

mengenregler Hygrometer

Abbildung 3.3: Schematischer apparativer Aufbau des Spincoaters. Die Kammer, in wel-
cher sich der Chuck und das zu beschichtende Substrat befinden, enthélt neben der zur
Probenfixierung mittels einer Vakuumpumpe angebrachten Offnung eine weitere Diise und
einen Glasdeckel zur Einstellung der benétigten relativen Luftfeuchtigkeit. Diese erfolgt
iiber die Mischung eines trockenen mit einem mit Wasser versehenen Stickstoffstrahl. Zur
Erzeugung des feuchten Stickstoffstroms wird Stickstoff durch einen Kolben mit etwa 50 °C
warmem Wasser gefiihrt und anschliefend in einem mit einem Kalteumwailz-Thermostat
verbundenen Dimroth-Kiihler auf Raumtemperatur abgekiihlt. Die Luftfeuchtigkeit wird
iber ein Hygrometer mit externem Sensor gemessen.

Um die Luftfeuchtigkeit in der Probenkammer des Spincoater-Aufbaus kontrollieren
zu konnen, wird eine zusétzliche Apparatur bendtigt. Ein mit bidestilliertem Wasser ge-
fillter Dreihalskolben befindet sich in einem zylindrischen, ebenfalls mit Wasser gefiillten
Behilter, der auf einer ca. 50 °C warmen Heizplatte steht. Durch den ersten Gefédfhals
fiihrt ein Glasréhrchen, das bis fast auf den Boden des Kolbens reicht. Auf diese Weise
gelangt der zunéchst noch trockene Stickstoff in den mit Wasser gefiillten Kolben und
wird mit Wasserdampf gesittigt. Auf dem zweiten Gefifthals befindet sich ein Dimro-
thkiihler, durch dessen Kiihlspirale mit Hilfe eines Kalteumwélzthermostats auf Raum-
temperatur gehaltenes Wasser flieltt, sodass der Stickstoff anndhernd auf diese zuriick
gekiihlt wird. Anschliekend gelangt der Stickstoff durch einen angeschlossenen Schlauch
zu einem Wiarmetauscher, wo er seine Restwirme an die Umgebungsluft iibertragen
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3 Préparative Methoden

kann. Zuletzt wird er mit dem Strahl trockenen Stickstoffs vereint und in die Proben-
kammer geleitet. Beide Strome lassen sich separat iiber je einen Durchflussmengenregler
einstellen, sodass die relative Luftfeuchtigkeit auf einen beliebigen Wert, eingestellt wer-
den kann. Im dritten, nicht abgedichteten Gefifshals befindet sich ein Deckelstopfen, wo
Wasser nachgefiillt oder ein evtl. auftretender Uberdruck abgebaut werden kann.

Die Spincoating-Apparatur selbst besteht aus der Probenkammer samt Chuck und
einer Steuerungselektronik. Der Chuck wird von einem Elektromotor gedreht und be-
sitzt eine Bohrung, iiber die die Probe mittels eines durch eine Vakuumpumpe erzeugten
Unterdrucks wiahrend der Rotation festgehalten wird. Die Probenkammer wird zur Ver-
meidung der Absetzung von aufgewirbeltem Staub und zur Kontrolle der relativen Luft-
feuchtigkeit durch eine Glashaube abgeschlossen, die eine kleine Offnung fiir den Sensor
der Luftfeuchtigkeitsmessung und die zum Auftropfen notwendige Pipette aufweist.

Die Prozessfithrung beim luftfeuchtigkeitsgeregelten Spincoating verlduft folgender-
mafen. Vorab miissen die Heizplatte auf ca. 50 °C und der Kélteumwélzthermostat auf
ca. 22 °C eingestellt und die beiden Durchflussmengenregler fiir den trockenen und feuch-
ten Stickstoff gedffnet werden. Unter Beobachtung der Luftfeuchtigkeitsanzeige wird
einer von beiden Reglern variiert, bis sich die gewiinschte relative Luftfeuchtigkeit ein-
stellt. Das zu beschichtende Substrat wird im néchsten Schritt auf die Bohrung im Chuck
gelegt und die Vakuumpumpe zu seiner dortigen Fixierung zugeschaltet. Anschliefend
wird die gewiinschte Rotationsfrequenz, die typischerweise im Bereich von einigen 100
bis einigen 1000 Umdrehungen pro Minute liegt, iiber einen Stromstérkeregler an der
Steuerungselektronik festgelegt. Nach erneuter Kontrolle der relativen Luftfeuchtigkeit
werden mit der Pipette 50 pul bis 100 pl der Polymerldsung auf das Substrat getropft und
die Rotation durch Betitigung eines Fufspedals unmittelbar danach gestartet. Wenn sich
nach wenigen Sekunden die von der Probe ausgehende Interferenzfarbe und damit ihre
Schichtdicke nicht mehr &ndern, kann die Rotation gestoppt und die fertig beschichtete
Probe nach Abschaltung der Pumpe entnommen werden. Der gesamte Aufbau ist in
Abbildung [3.3] nochmals dargestellt.

Das Spincoating- Verfahren wurde zur Erzeugung einer lateralen Polymermorphologie
verwendet, die nach Behandlung mit einem selektiven Losungsmittel als Maske fiir einen
Aufdampfprozess fungierte.

3.4 Aufdampfprozess

3.4.1 Funktionsprinzip des Elektronenstrahlverdampfers

Die Funktionsweise der verwendeten Aufdampfanlage basiert auf dem Verfahren der
Elektronenstrahlverdampfung. Diese Methode ist eine spezielle Realisierung der Physi-
kalischen Gasphasenabscheidung (Physical Vapour Deposition, PVD), die als Oberbe-
griff fiir alle vakuumbasierten Beschichtungsverfahren verwendet wird, bei denen das
Ausgangsmaterial mittels physikalischer Methoden in die Gasphase iiberfiihrt wird. Bei
der Elektronenstrahlverdampfung geschieht dies durch das Auftreffen eines Elektronen-
strahls auf einen mit dem gewiinschten Metall gefiillten Tiegel und die damit verbundene
Umwandlung von kinetischer Energie in Wérmeenergie [45]. Die Elektronen werden da-
zu zundchst durch Glithemission frei gesetzt, durch elektrische Felder zu einer Anode
beschleunigt und durch Magnetfelder auf den Tiegel gelenkt, der sich iber der Kathode
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befindet. Das darin enthaltene Material wird dadurch so weit erhitzt, dass es innerhalb
kiirzester Zeit schmilzt und schlieklich ein Gas bildet, das sich in der Verdampfungskam-
mer ausbreitet und somit auch auf das zu beschichtende Substrat gelangt. Der gesamte
Prozess findet im oberen Hochvakuum (HV) statt, um einen ungehinderten Material-
transport zu ermoglichen und die Adsorption von Fremdatomen zu vermeiden . Der
beim Aufdampfen ablaufende Prozess ist in Abbildung [3.4] schematisch dargestellt.

] -
- : se

‘. Probenhalter .

Metallgas

’Elektroner_lstrahl

Magnetfeld

Polschuh

Gliihkathode

Abbildung 3.4: Schematisches Funktionsprinzip der Aufdampfanlage mit Elektronenstrahl-
verdampfer. Die Elektronen werden im Filament durch Gliithemission frei gesetzt und durch
Magnetfelder auf den gewiinschten Metalltiegel gelenkt, der als Anode fungiert. Das darin
enthaltene Metall bildet durch die enorme Erhitzung schlieflich ein Gas, das sich in der
evakuierten Verdampfungskammer ausbreitet und sich auf dem zu beschichtenden Substrat
absetzt.

3.4.2 Apparativer Aufbau und Bedienungsfithrung der Aufdampfanlage

Die Aufdampfanlage besteht aus einer Vor- und einer Hauptkammer, die separat iiber
jeweils eine fiir das Vorvakuum verantwortliche Scrollpumpe und eine fiir das Hauptva-
kuum von 10~8 mbar bis 10~ mbar zustéindige Turbomolekularpumpe evakuiert werden,
welches durch Glithkathoden-lonisationsvakuummeter kontrolliert wird. Die Hauptkam-
mer ldsst sich in Proben- und Verdampfungskammer einteilen. Daneben umfasst die
Anlage eine Vielzahl von Steuergerdten fiir Pumpen, Druck- und Schichtdickenmessge-
rite, sowie fiir die Erzeugung und Ablenkung des Elektronenstrahls.
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Abbildung 3.5: Schematischer apparativer Aufbau der Aufdampfanlage. Dieser besteht aus
Vor- und Hauptkammer, die mittels jeweils einer Kombination aus Scroll- und Turbomo-
lekularpumpe getrennt voneinander evakuiert werden. Letztere Kammer ist nochmals in
Proben- und Verdampferkammer unterteilt. Die Vorkammer dient der teilweisen Beliiftung
der Anlage zur Probeneinschleusung, die Probenkammer beinhaltet die Proben wihrend
des Aufdampfvorgangs, welcher in der Verdampferkammer ausgefiithrt wird. Die rdumli-
che Anordnung dieser Kammern ist durch ihre Abgrenzung durch die einzelnen Shutter
zu erkennen. Die Transferstange dient der Positionierung des Probenhalters innerhalb der
Anlage, an der zusétzlich Druck- und Schichtdickenmessgerite, sowie ein Stickstoffventil
zur Beliiftung angebracht sind. Die Verdampfereinheit sowie die Pumpeinheit wird von
zugehorigen Controllern gesteuert.

Die Vorkammer besitzt die Funktion einer Schleuse. Zu diesem Zweck umfasst sie
jeweils ein Ventil zur Hauptkammer und zum Aufenbereich, die abgesehen von der
Probenein- und -ausschleusung stets geschlossen sind, um das Hochvakuum der wesent-
lich gréferen Hauptkammer zu erhalten. Zum Einschleusen der Proben wird die Vorkam-
mer zunéchst bei geschlossenem Hauptkammerventil durch kontrollierte Stickstoffzufuhr
beliiftet. Diese bleibt auch wihrend des Offnens des zweiten Ventils zum Aukenbereich
erhalten, um eine den Evakuierungsprozess verzogernde Adhésion von Wassermolekiilen
zu vermeiden. Der zuvor mit den zu beschichtenden Substraten versehene Probenhalter
wird in der Vorkammer iiber eine Madenschraube auf einer Transferstange befestigt,
die Stickstoffzufuhr abgedreht und das Aufsenbereichsventil geschlossen. Die Vorkam-
mer wird anschliekend evakuiert bis deren Druck gréfenordnungsméfig dem der Haupt-
kammer entspricht, was in der Regel etwa eine halbe Stunde dauert. Dann kann das
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Hauptkammerventil geéfinet werden und der Probenhalter iiber die Transferstange in
die Probenkammer iiberfiihrt werden.

Die Verdampfungskammer umnfasst zwei Elektronenstrahlverdampfer der Firma Ther-
mionics (Hayward, Kalifornien, USA) mit jeweils einer Wolfram-Kathode und je fiinf
wassergekiihlten Graphit-Tiegeln, die die unterschiedlichen, aufzudampfenden Metal-
le beinhalten. Die wesentlichen Parameter fir den Ablauf des Aufdampfprozesses sind
neben der relativen Position von Elektronenstrahl und Metalltiegel der Druck in der
Hauptkammer und die Stromstérke in der Glithkathode, die auch als Filament bezeich-
net wird. Die Position des Tiegels kann ebenso wie die Nullpunktslage und die Amplitude
des rédumlich oszillierenden Elektronenstrahls manuell bzw. {iber eine magnetische Ab-
lenkeinheit eingestellt und iiber ein Periskop kontrolliert werden. Der Elektronenstrahl
sollte dabei einen moglichst grofen Bereich der Metallschmelze abdecken, ohne jedoch
das Tiegelmaterial zu erhitzen. Der Tiegel kénnte sonst mitverdampft oder sogar zerstort
werden. Der Druck in der Hauptkammer sollte keinesfalls mehr als 10~% mbar betragen,
da sonst nicht nur die Qualitét der Schichtbildung stark vermindert wére [46|, sondern
auch das Filament verbrennen kdénnte. Ebenso sollte der fiir die Glithemission verant-
wortliche elektrische Strom einen Wert von etwa 300 mA nicht iiberschreiten und auch
nicht ruckartig erhéht werden, um eine Beschidigung der Gliihkathode zu vermeiden.
Dieser Aspekt limitiert die Aufdampfrate, die fiir jedes Metall unterschiedlich ist. Fiir
Kupferschichten wurden in dieser Arbeit maximale Raten im Bereich von 0,05 nm/s, fiir
Goldlagen im Bereich von 0,1 nm/s erzielt. Bei den gewiinschten Schichtdicken von rund
10nm dauerte der eigentliche Aufdampfvorgang demzufolge nur wenige Minuten.

In der dariiber liegenden Probenkammer befindet neben dem bereits erwihnten Peri-
skop und dem wihrend des Aufdampfprozesses dort befindlichen, nach unten ausgerich-
teten Probenhalters auch noch ein Schwingquarz. Die kontinuierliche Abnahme seiner
Resonanzfrequenz aufgrund seiner durch die Bedampfung erhéhten Masse eignet sich zur
aktuellen Schichtdickenbestimmung, die auf dem Schwingquarz und dem zu bedamp-
fenden Substrat mit gleicher Geschwindigkeit erfolgt. Bei Erreichen der gewdiinschten
Schichtdicke wird der Glithemissionsstrom abgeschaltet oder bei sehr hohen Verdamp-
fungsraten der Shutter zwischen Proben- und Verdampfungskammer per Druckluft ge-
schlossen. Das anschlieffende Ausschleusen der beschichteten Substrate verlduft nach
demselben Prinzip wie der oben beschriebene Einschleusungsvorgang.

Der komplette apparative Aufbau der Aufdampfanlage ist in Abbildung zu sehen.

Beim Aufdampfprozess wurden Gold-, Silber- und Kupfer-Lochschichten mit Dicken
in der Grofenordnung von 10nm erzeugt, wobei zuvor mittels Spincoating-Verfahren
praparierte PS-Inseln als Maske dienten.

3.5 Plasma-Modifizierung

Ein Plasma ist ein leitfdhiges Gas, das sich teilweise oder vollstandig aus lonen und
Elektronen zusammensetzt und durch verschiedene Formen der dufieren Energiezufuhr
entsteht. Das Einbringen eines Substrats in ein solches Plasma ermoglicht das Reinigen
und Aktivieren seiner Oberfliche. Die Oberflachenreinigung erfolgt wie in Abbildung|[3.6]
gezeigt entweder durch einen physikalischen Impulsiibertrag beim lonenbeschuss oder
durch auftretende chemische Reaktionen, wobei die von der Oberfliche entfernten Be-
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Abbildung 3.6: Schematische Darstellung (a) des apparativen Aufbaus und (b) des Funk-
tionsprinzips des Plasmacleaners. Die Plasmakammer wird nach Einbringen der zu rei-
nigenden Proben zunichst evakuiert, mit dem notwendigen Gas befiillt und das Plasma
anschliefend geziindet. Wéhrend die Oberflichenreinigung beim Ionenbeschuss entweder
durch einen Impulsiibertrag oder durch chemische Reaktionen erfolgt, 1duft die Oberflé-
chenaktivierung entweder iiber eine Oxidation oder eine Reduktion ab.

standteile anschlieftend in die Gasphase {ibergehen. Die Oberflichenaktivierung lauft
entweder iiber eine Oxidation oder iiber eine Reduktion ab. Ersteres erfolgt beispiels-
weise im Sauerstoffplasma, letzteres im Wasserstoffplasma. Im Argonplasma kommt es
zu keiner Aktivierung.

In dieser Arbeit wurde der Plasma Cleaner Femto der Firma Diener Electronic (Eb-
hausen) verwendet. Nach Beladung der Plasmakammer mit den zu reinigenden Proben
wird diese zunéchst evakuiert und im néchsten Schritt mit dem gewiinschten Gas befiillt.
Anschliefsend wird das Plasma geziindet und der Reinigungsvorgang somit gestartet.
Nach der vorgewdhlten Zeit, die in der Regel im Bereich von einigen Minuten liegt, wird
das Plasma gestoppt und die gereinigten Proben nach Beliiftung entnommen.

Die Plasma-Modifizierung wurde zur Reinigung von zuvor aufgedampften Goldober-
flichen eingesetzt, um anschliekend DNA-Linker auf ihnen priparieren zu kénnen.
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In diesem Kapitel werden die Messmethoden vorgestellt, welche zur Untersuchung der
hergestellten, meist biofunktionalisierten Probenoberflichen verwendet wurden. Der Fo-
kus liegt hierbei auf dem Rasterkraftmikroskop. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Typ
mit besonders groflem Scanbereich entwickelt, aufgebaut und zur Analyse verschieden-
ster Probenoberflichen herangezogen. Mit dem Lichtmikroskop wurden zudem einzelne
Zwischenschritte bei der Probenpriparation und mit dem UV-Vis-Spektroskop die Syn-
these mit DNA-Linkern behafteter Goldkolloide kontrolliert. Mit dem Rasterelektronen-
mikroskop wurde die Elementzusammensetzung von mittels Mercaptohexanol gebildeter
SCMOL-Schichten analysiert.

4.1 Optische Mikroskopie

Das Lichtmikroskop eignet sich vor allem zur Untersuchung nichttransparenter Proben
bis zu einer Aufldsung im Mikrometerbereich, kann jedoch auch zur Untersuchung diin-
ner Polymerfilme, sowie metallorganischer Schichten verwendet werden. In beiden Féllen
liegen Schichtdicken im Nanometerbereich und damit auch schichtdickenabhingige In-
terferenzfarben vor, weil es durch Uberlagerung des an der Schichtunterseite und an
der Schichtoberseite reflektierten Lichts je nach Wellenlinge und Schichtdicke zu kon-
struktiver oder destruktiver Interferenz und damit zur Verstirkung oder Ausldschung
bestimmter Wellenléingen kommt. Diese Unterschiede lassen somit Riickschliisse auf die
Topographie von Polymerfilmen zu und gestatten eine ndherungsweise Bestimmung der
absoluten Schichtdicke einer metallorganischen Schicht. Daher diente die Lichtmikrosko-
pie im Rahmen dieser Arbeit als rasche Kontrollmethode wihrend der Probenpripara-
tion.

4.2 UV /Vis-Spektroskopie

Die UV/Vis-Spektroskopie ist eine Form der Spektroskopie, bei der elektromagnetische
Wellen des ultravioletten (UV) und des sichtbaren (visible, Vis) Lichts zur Anregung von
Valenzelektronen der zu untersuchenden Probe genutzt werden, um iiber deren damit
verbundene energie- und damit frequenzabhingige Absorption bzw. Transmission die
chemischen Bestandteile des Probenmaterials néher charakterisieren zu kénnen.

Die zu untersuchende Lésung befindet sich in einer Kiivette. Zur Erhéhung der Mess-
genauigkeit wird neben der zu analysierenden Losung meist parallel eine Referenzldsung
untersucht, die lediglich aus dem verwendeten Losungsmittel besteht. Beide Kiivetten
werden wihrend der Analyse mit UV-Licht bestrahlt, die transmittierten Intensitéten
von einem Detektor gemessen und anschliefend verglichen. Auf diese Weise entsteht
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ein genaues wellenldngenabhéngiges Absorptions- oder Transmissionsspektrum, dessen
charakteristische Elemente auf eine bestimmte chemische Substanz hindeuten kénnen.

Mit dem UV-Vis-Spektroskop wurde in dieser Arbeit die Herstellung mit DNA-Linkern
behafteter Goldkolloide kontrolliert, indem ein fiir DNA-Sequenzen charakteristischer
Absorptionspeak gesucht wurde. Zur Vermeidung von Absorptionsverlusten bei der ein-
gesetzten Strahlung mit Wellenldngen von bis hinab zu 250 nm wurden Kiivetten aus
Quarzglas von besonderer Reinheit verwendet.

4.3 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

4.3.1 Funktionsprinzip des Rasterelektronenmikroskops

Beim bereits in den 1930er Jahren entwickelten Rasterelektronenmikroskop (REM) wird
ein fein gebiindelter Elektronenstrahl mit einem typischen Durchmesser von 0,5 nm bis
10nm mittels elektromagnetischer Felder zeilenweise iiber eine im Hochvakuum be-
findliche, elektrisch leitfihige Probenoberfliche gefiihrt und die Wechselwirkung dieser
Primé&relektronen mit den Probenatomen analysiert, indem die bei der inelastischen
Streuung entstehenden Sekundér- und Auger-Elektronen und Réntgenstrahlen, sowie
die riickgestreuten Elektronen von einem Detektor ortsaufgelost aufgezeichnet werden,
um Topographie und Materialbeschaffenheit der Probe zu charakterisieren. Die Aufl6-
sung ist dabei nicht unmittelbar von der Wellenldnge der Elektronen abhéngig, sondern
von der Grofe des Wechselwirkungsbereichs, der Feinheit des Strahls und der gewdhlten
Bildgrofe [47-49].

4.3.2 Wechselwirkungen zwischen Primarelektronen und Probenatomen

Sekundirelektronen sind die wichtigste und géngigste Signalquelle des Rasterelektronen-
mikroskops. Sie entstehen bei inelastischer Streuung von Primirelektronen an schwach
gebundenen Elektronen, die anschlieftend nicht nur das Atom, sondern die gesamte Pro-
be verlassen. Sie besitzen eine kontinuierliche Energieverteilung, die unterhalb von 50 eV
auftritt, weshalb sie eine sehr kurze Reichweite in Materie besitzen. Sie stammen aus
einem vergleichsweise kleinen Tiefenbereich von 5nm bis 50 nm und verlassen die Probe
lediglich am Eintrittsort des Primérstrahls und am Austrittsort von Riickstreuelektro-
nen, wobei der erstgenannte Anteil dominiert. Die laterale Auflésung bei Detektion von
Sekundérelektronen ist deshalb hoch und entspricht in etwa der Querschnittsfliche des
Elektronenstrahls beim Auftreffen auf die Probenoberfliche. Fiir die Detektion von Ma-
terialkontrasten ist diese Methode wegen der geringen Ordnungszahlabhéngigkeit der
Sekundirelektronenausbeute nicht geeignet.

Riickstreuelektronen sind im Probenmaterial teilweise mehrfach elastisch oder inela-
stisch gestreute Primérelektronen, die das Material wieder verlassen konnten. Ihre Ener-
gieverteilung ist kontinuierlich und hat ihr Maximum bei 80 % bis 90 % der Energie der
Primérelektronen und liegt damit iiblicherweise im Bereich von 1keV bis 20keV. Sie
kénnen die Probe inshesondere im Fall von Mehrfachstreuung in grofsem Abstand zum
Primérstrahl verlassen, was der lateralen Auflésung ihrer Detektion abtréglich ist. Da sie
je nach Beschleunigungsspannung und Probenmaterial teilweise aus grofser Probentiefe
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Primarelektronen-Strahl

Riickstreuelektron Sekundarelektronen

Riickstreuelektron

Photon
Sekundarelektron

Mittlere freie
Weglange (SE)

Abbildung 4.1: Schematisches Funktionsprinzips des REM. Ein fokussierter Strahl von Pri-
maérelektronen wird iiber die zu untersuchende Probenoberfliche gefiihrt, wobei Sekundar-
elektronen emittiert werden und Riickstreuelektronen auftreten, die wiederum Sekundir-
elektronen herauslosen kénnen. Die Detektion dieser Elektronen kann fiir das bildgebende
Verfahren des REM herangezogen werden. Die Detektion der ebenfalls erzeugten Photo-
nen dient der elementspezifischen Analyse. Alle Teilchen sind als Strahlen entlang ihrer
Bewegungsrichtung dargestellt, deren Farbe {iber die Teilchenart und deren Breite iiber
die Energie Auskunft gibt. Elektronen sind blau dargestellt, Photonen griin. Je hoher die
Energie des Teilchens ist, desto breiter ist der Strahl dargestellt.

bis in den Bereich von 1 pum stammen kénnen, sind mit ihrer Analyse Untersuchungen
iiber die Probenoberfliche hinaus mdglich.

Auger-Elektronen entstehen bei der inelastischen Streuung von Primérelektronen an
stark gebundenen Elektronen, wobei das beim anschliekenden Ubergang eines ande-
ren, schwicher gebundenen Elektrons in das frei gewordene Energieniveau entstehende
Photon ein weiteres Elektron aus diesem Atom entfernt. Entfernt das erzeugte Pho-
ton kein weiteres Elektron, sondern verldsst das Atom und die Probe gleichermafen,
entsteht charakteristische Rontgenstrahlung. In beiden Fillen haben die detektierten
Teilchen charakteristische Energien und koénnen deshalb zu einer elementspezifischen
Analyse herangezogen werden. Dies geschieht im Rahmen der Energiedispersiven Ront-
genspektroskopie (EDX). Der Tiefenbereich der Rontgenquanten entspricht dem der
Primérelektronen und ist damit noch grofier als der der Riickstreuelektronen, jener der
schwachenergetischen Auger-Elektronen ist geringer als der der Sekundérelektronen.
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Neben diesen in Abbildung (.1 schematisch dargestellten Sekundirteilchen entstehen
bei der inelastischen Streuung der Primérelektronen auch Bremsstrahlung und Phono-
nen. Diese Phinomene spielen fiir die Analyse zwar keine Rolle, sind jedoch unter dem
Aspekt der Probenaufheizung nicht zu vernachléssigen.

4.3.3 Apparativer Aufbau des Rasterelektronenmikroskops

Feldemissions-

Elektronenkanone

Aperturblende
Messrechner

Feldlinse

Saule

Objektiv-
Linsensystem

Lateraler

Probenraum —

SE-Detektor
-\7_,,./-7 2

Abbildung 4.2: Schematischer apparativer Aufbau des REM. Die aus der Kathode emit-
tierten Elektronen werden innerhalb der Sdule durch die auf magnetischen Feldern basie-
renden Linsensysteme gebiindelt und fokussiert und durch Ablenkspulen rasterformig tiber
die Probenoberfliche gefiihrt, die sich wie auch die die verschiedenen Sekundérteilchen
analysierenden Detektoren in der Probenkammer befindet.

Der Aufbau eines Rasterelektronenmikroskops gliedert sich in den Probenraum und
die dariiber liegende Siule, die den Strahlerzeuger, das Linsensystem, die Ablenkein-
heit und die Detektoren, mit denen die Erzeugung, Fokussierung und Rasterbewegung
des Primérelektronenstrahls, sowie der Nachweis der Wechselwirkungsprodukte moglich
ist . Der Elektronenstrahl wird erzeugt durch thermische Emission, Feldemission
oder Schottky-Feldemission als Kombination der beiden erst genannten Verfahren. Die
Fokussierung der Elektronen erfolgt durch elektromagnetische Linsen. Aperturblenden
dienen der Festlegung von Stérke und Durchmesser des Primérstrahls, die Objektivlinse
fokussiert den Strahl auf die Probenoberfliche und zur Authebung des Astigmatismus
erzeugt der Stigmator ein elektrostatisches Quadrupolfeld, welches Effekte wie die Asym-
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metrie der Polschuhe, Aperturblende und durch Aufladung erzeugte Unrundheiten von
Blenden ausgleicht. Er befindet sich unterhalb der Ablenkeinheit, die aus diversen Ab-
lenkspulen besteht und die eigentliche Rasterung des zu untersuchenden Probenbereichs
ermoglicht.

Ein Rasterelektronenmikroskop enthélt in der Regel Detektoren fiir Sekundérelek-
tronen, Riickstreuelektronen und Rontgenquanten zur Ermittlung von Topographie-
und Materialkontrast, sowie zur elementspezifischen Analyse. Als Sekundérelektronen-
Detektoren kommen entweder eine Kombination aus Szintillator und Photomultiplier,
die Everhart-Thornley-Detektor genannt wird, oder ein Halbleiterdetektor zum Einsatz.
Die ortsaufgeloste Helligkeit der Aufnahme variiert mit der Intensitét des vom Detektor
ausgehenden Signals, weshalb Probenbereiche mit hoher Emission heller erscheinen als
Bereiche mit geringerer Emission. Kanten und zunehmende Flichenneigungen erschei-
nen besonders hell, wodurch Topographiekontraste entstehen.

Das REM vom Typ LEO 1530 wurde zur Untersuchung der Elementzusammensetzung
von MCH-SCMOL-Proben mittels EDX eingesetzt und ist in Abbildung [.2]schematisch
dargestellt.

4.4 Rasterkraftmikroskopie (AFM)

4.4.1 Funktionsprinzip des Rasterkraftmikroskops

Das Auflésungsvermdgen optischer Mikroskope ist neben dem Blendendurchmesser auf-
grund von Beugungseffekten durch die Wellenldnge des sichtbaren Lichts bestimmt. Da
diese zu kleinen Werten hin begrenzt ist, gilt dies auch fiir das Auflésungsvermdogen. Eine
Untersuchung beliebig kleiner Strukturen ist deshalb mit optischen Instrumenten nicht
moglich. Ohne die Ausnutzung nichtlinearer Wechselwirkungseffekte zwischen Licht und
Materie ist lediglich eine Analyse von Strukturen bis zu einer Groéfse der halben Wellen-
lange des sichtbaren Lichts von ungefahr 200 nm moglich.

Mit der Einfiihrung der Rastersondenmikroskopie (Scanning Probe Microscopy, SPM)
wurde durch zeilenweises Abtasten einer Probenoberfliche mittels einer lokalen Son-
de erstmals die ortsaufgeloste Oberflichenanalyse im Nanometerbereich und unter be-
stimmten Bedingungen sogar im Subnanometerbereich moglich.

Erster Vertreter dieses Mikroskoptyps war das Rastertunnelmikroskop (Scanning Tun-
neling Microscope, STM), welches 1982 von Binnig und Rohrer erfunden wurde [51].
Durch die Detektion des elektrischen Stroms aufgrund des Tunneleffekts zwischen einer
feinen Messspitze und der Probenoberfliche konnten erstmals Oberflichenanalysen mit
atomarer Auflésung durchgefiihrt werden.

Die Funktionsweise des im Jahr 1986 von Binnig, Quate und Gerber vorgestellten Ra-
sterkraftmikroskops (Scanning Force Microscope bzw. Atomic Force Microscope, SEFM
bzw. AFM) [1] beruht wie in Abbildung gezeigt auf dem mechanischen Kontakt
zwischen einer feinen, harten Spitze und der Probenoberfliche und somit auf der Detek-
tion einer Vielzahl von Wechselwirkungen. Mit dieser Methode konnten somit nicht nur
erstmals elektrisch nichtleitende Oberflichen untersucht werden, sondern neben den to-
pographischen auch mechanische, tribologische, chemische, elektrostatische, magnetische
und eine Vielzahl von weiteren Eigenschaften. Die Untersuchung kann im Ultrahochva-
kuum (UHV) und in diversen Umgebungsmedien durchgefiithrt werden [52], wobei die
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Abbildung 4.3: Schematisches Funktionsprinzip des AFM. Eine an der Unterseite einer
Blattfeder befindliche Spitze wird mittels Piezoaktoren in direktem Kontakt iiber die zu
untersuchende Probenoberfliche gefiihrt, wobei deren Wechselwirkung im einfachsten Be-
triebsmodus zu einer Verbiegung oder Verdrehung der Blattfeder fiihrt, die iiber die verén-
derte Richtung des auf ihr reflektierten Laserstrahls detektiert wird. Das gesamte Bauteil
samt Chip wird als Cantilever bezeichnet.

vor allem durch die Spitzengeometrie begrenzte Auflésung in atomaren Dimensionen
liegen kann . Auch eine in-vivo-Untersuchung ist moglich.

Das zeilenweise Abrastern der Probe funktioniert durch einen unter ihr positionier-
ten Piezoscanner unter Ausnutzung des inversen piezoelektrischen Effekts, das Abtasten
der Probe durch eine {iber ihr befestigte Messsonde, die aus einer Spitze mit kleinst-
moglichem Spitzenradius und Offnungswinkel an der Unterseite einer als Cantilever
bezeichneten Blattfeder und dem sogenannten Cantilverchip zur Befestigung besteht.

Die zu detektierende Wechselwirkungskraft zwischen Spitze und Probe hat nun je nach
Betriebsmodus eine Verdnderung von Verbiegung und Torsion oder des Schwingungsver-
haltens des Cantilevers zur Folge. Diese wird mit der sogenannten Lichtzeigerdetektion
anhand der Anderung des Reflexionswinkels eines auf ihn fokussierten Laserstrahls mit-
tels einer Viersegment-Photodiode detektiert. Die Verarbeitung der dort generierten
Signalstrome durch analoge und digitale Elektronikschaltungen ermdéglicht eine farblich
kontrastierte, zweidimensionale Aufnahme am Messrechner. Der gesamte prinzipielle
Aufbau eines AFM ist in Abbildung [£.4] dargestellt.

4.4.2 Wechselwirkungen zwischen Messspitze und Probenoberfliche

Die zwischen Messspitze und Probenoberfliche wirkenden Kréfte werden in normale und
laterale Krifte unterteilt. Bei ersteren wird weiterhin zwischen attraktiven und repul-
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Abbildung 4.4: Schematischer apparativer Aufbau des AFM. Die Probenpositionierung er-
folgt iiber in der Messbasis befindliche Piezoaktoren. Die Detektion der im einfachsten
Betriebsmodus mit dem direkten Kontakt von Cantileverspitze und Probenoberfliche ver-
bundenen Verbiegung und Verdrehung der Cantileverriickseite wird iiber die im Mes-
skopf befindliche, ortsaufgeloste Detektion des dort reflektierten Laserstrahls mittels einer
Viersegment-Photodiode realisiert.

siven sowie zwischen lang- und kurzreichweitigen unterschieden. Die wirkenden Krifte
sind abhingig von der Spitzengeometrie, dem Abstand zwischen Spitze und Probe, den
verwendeten Materialien und vom Umgebungsmedium.

Lennard-Jones-Potential

Die attraktiven und mit einem Wirkungsbereich in der Gréfenordnung von 1nm als
langreichweitig zu bezeichnenden Van-der-Waals-Kréfte entstehen durch die Energieab-
senkung bei der Ausrichtung von Dipolmomenten. Bei der Dipol-Dipol-Wechselwirkung
existieren bereits permanente Dipolmomente, bei der induzierten Dipol-Dipol-Wechsel-
wirkung werden Molekiile ohne permanentes Dipolmoment durch Molekiile mit perma-
nentem Dipolmoment polarisiert und bei der durch die Quantenmechanik begriindeten
Dispersionswechselwirkung entstehen Dipole aufgrund fluktuierender Ladungsverteilun-
gen. Das Wechselwirkungspotential wird durch eine Abhingigkeit im Bereich von 76
bis 7~7 beschrieben.

Die repulsiven und mit 0,1 nm kurzreichweitigen Krifte, die bei der Uberlappung von
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Elektronenwolken entstehen, haben ihren Ursprung in der Coulombabstoffung wegen der
unvollstdndigen Abschirmung der Kernladung und wegen der dem Pauli-Prinzip entspre-
chenden Anhebung von Elektronen in héhere Energieniveaus. Sie sind die Ursache dafiir,
dass Festkorper einander nicht durchdringen kénnen. Ihr Wechselwirkungspotential be-
sitzt eine Ortsabhingigkeit im Bereich von r~% bis =19,

1 AFM-Lithographie

Contact-Mode

(o) Iy
Tapping-Mode

r

Abbildung 4.5: Schaubild des Lennard-Jones-Potentials, welches die Wechselwirkung zwi-
schen der Cantileverspitze und der Probenoberfliche beschreibt. Die Abstoffung der Elek-
tronenwolken und die Auswirkungen des Pauli-Prinzips werden durch einen r—'2-Term, die
anziehende Van-der-Waals-Wechselwirkung durch einen r—%-Term repriisentiert. Die Po-
tentialbereiche des Contact-Modes sind griin, die des Tapping-Modes violett und die der
AFM-Lithographie blau dargestellt.

Da die beiden genannten Krifte zwischen allen Arten von Atomen oder Molekiilen
auftreten, empfiehlt es sich, diese durch ein gemeinsames Potential zu beschreiben. Die-
ses wird als Lennard-Jones-Potential bezeichnet und besitzt demnach einen attraktiven
und einen stark repulsiven Term [53]:

Dabei bestimmt ¢ den Nulldurchgang des Potentials und e entspricht der Potential-
tiefe im Gleichgewichtsabstand ro. Das Potential ist in Abbildung dargestellt.

)2 - (2)0). (4.1)

r T

Kapillar- und Reibungskraft

Findet die Messung nicht im UHV statt, dominieren im Allgemeinen die ebenfalls at-
traktiven Kapillarkréfte. Sie entstehen beim Eintauchen der Spitze in hauptséchlich aus
Wasser bestehende Adsorbatfilme auf der Probenoberfliche unter Bildung eines Fliissig-
keitsmeniskus zur Minimierung der Oberflichenenergie des Wasserfilms. Ihre Reichweite
ist abhéngig von der Dicke des Adsorbatfilms, die in der Regel im Bereich von wenigen
Nanometern liegt [54].

Die einzige laterale Kraft ist die Reibungskraft, die ihren Ursprung in der Tribologie
findet. Thre Aufzeichnung erméglicht die Ermittlung ortsaufgeléster chemischer Materi-
alkontraste.
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Weitere Krafte

Dariiber hinaus gibt es abhingig von der untersuchten Probe noch weitere senkrecht
zu deren Oberfliche wirkende Kréfte, deren Detektion weiteren Aufschluss iiber die
Probenbeschaffenheit gibt. Dies sind die langreichweitigen elektrostatischen und ma-
gnetischen Kréfte, die mit elektrisch geladenen [3] und ferromagnetischen Spitzen [2]
gemessen werden, sowie die kurzreichweitige ionische Bindung bei polaren Medien [55|
und die metallische Adhésion bei metallischen Proben, die mit metallischen Spitzen [56|
gemessen werden.

4.4.3 Betriebsmodi des Rasterkraftmikroskops

Die Vielzahl moglicher Wechselwirkungen zwischen Spitze und Probe erlaubt eine Viel-
zahl moglicher Betriebsmodi. Diese werden im Folgenden vorgestellt.

Contact-Mode

Beim Contact-Mode als urspriinglichem Standardmessmodus befindet sich die Spitze in
direktem Kontakt mit der Oberfliche und somit permanent im Bereich der kurzreich-
weitigen, stark repulsiven Atomkrifte. Eine Anderung der Proben-Topographie oder
Tribologie hat stets eine Anderung der Verbiegung oder der Torsion des Cantilevers zur
Folge, die als Normalkraft- (Normal Force Mode, NFM) und Lateralkraftsignal (Lateral
Force Mode, LFM) detektiert wird. Diese werden werden bereits im Messkopf in der Vor-
verstirkerplatine aus den Stromstérken der vier Photodiodensegmente A, B, C, D nach
dem Schema NFM = (A+B)—(C+ D), LFM = (A+C)— (B + D) generiert. Es gibt
zwei prinzipielle Moglichkeiten den Modus zu realisieren. Beim Constant-Height-Mode
bleibt die Hohe der Probe wéhrend des Scanvorgangs unverdndert und die Verbiegung
des Cantilevers variiert entsprechend den Gegebenheiten der Probenoberfliche. Beim
Constant-Force-Mode wird die Verbiegung des Cantilevers iiber den Piezoscanner und
einen Regelkreis konstant gehalten und die Probenhohe variiert. Letztere Variante hat
eine im Allgemeinen wesentlich geringere Belastung fiir Spitze und Probenstrukturen
zur Folge.

Tapping-Mode

Beim mittlerweile als Standardmessmodus etablierten Tapping-Mode oder Intermittent-
Contact-Mode wird der Cantilever zu Schwingungen im Bereich seiner Resonanzfrequenz
angeregt, die im Bereich von 100 kHz bis 400 kHz liegt, mit Amplituden von 10 nm bis
100nm [57]. Daher befindet sich die Spitze nicht ununterbrochen im direkten Kontakt
mit der Probe, weshalb Scherkrifte und letztlich eine eventuelle Zerstorung empfindli-
cher Proben vermieden werden [58,59]. Eine Anderung der Proben-Topographie oder
Tribologie hat stets eine Anderung der Schwingungsamplitude und der Phasenverschie-
bung des Cantilevers zur Folge, die mittels Lock-In-Technik separat detektiert werden
kénnen. Die von der Probenelastizitat abhidngige Phasenverschiebung [60] erlaubt dem-
nach analog zur von der Reibung abhingigen Torsion eine Ermittlung ortsaufgelster
chemischer Materialkontraste. Der Tapping Mode wird nur im geregelten Modus ange-
wendet, wobei lediglich der NFM-Kanal ausgelesen werden muss.

43



4 Analytische Methoden

Kraft-Abstands-Kurven und Force-Mapping-Mode

Bei der Aufnahme von Kraft-Abstands-Kurven wird die wihrend einer AFM-Messung
im Contact Mode zwischen Cantileverspitze und Probenoberfliche in vertikaler Richtung
wirkende Kraft bestimmt, indem die Spannung des NFM-Signals in Abhéngigkeit vom
Abstand zwischen Cantilever und Probe variiert wird. Es handelt sich dabei nicht um ein
bildgebendes Messverfahren, da die Probenoberfliche lediglich an jeweils einer diskreten
Stelle untersucht wird. Die Probe wird iiber den z-Piezoaktor gegen die Cantileverspitze
gefahren, bis eine vorgewihlte, iber das NFM-Signal detektierte Auflagekraft erreicht
ist und fiahrt anschliefend in seine Ausgangsposition zuriick.

Vor der Analyse der so gewonnenen Daten gilt es die inverse Steigung dieser Kurve
zu bestimmen, die beim eingesetzten AFM-System als InvOLS (Inverse Optical Lever
Sensitivity) bezeichnet wird, um den Zusammenhang zwischen der Spannung des NFM-
Signals und der rdumlichen Auslenkung des Cantilevers herzustellen. Diese Sensitivi-
tdt hingt dabei von der Intensitit des Laserstrahls, der Reflektivitdt des Cantilevers,
der Position des Laserpunktes auf dem Cantilever, sowie der Position und Sensitivi-
tat der Diode ab und ist daher nach jedem Justiervorgang neu zu bestimmen. Durch
die Aufnahme eines thermischen Rauschspektrums kann zusétzlich die Federkonstante
des Cantilevers ermittelt werden. Sind diese beiden Grofen bekannt, kann letztendlich
eine Zuordnung von NFM-Signal und vorherrschender Auflagekraft vorgenommen wer-
den. Der Kurvenverlauf besitzt mit dem sogenannten Snap-In-Prozess beim Anndhern
und dem Snap-Off-Prozess beim Entfernen aufgrund attraktiver Krifte zwei Unstetig-
keiten [61]. Bei Messungen unter Umgebungsbedingungen ist der Snap-Off- aufgrund
zusatzlicher attraktiver Kapillarkrifte grofer als der Snap-In-Prozess. Der Betrag des
Sprungs ist ein Mafs fiir die im Kontakt wirkenden Adhésionskrifte, die bekannt sein
miissen, um die tatséchliche Auflagekraft zu bestimmen.

Beim Force-Mapping-Mode wird die Aufnahme von Kraft-Abstands-Kurven auch
fiir ein bildgebendes Verfahren herangezogen. Bei diesem Betriebsmodus, der eine ver-
gleichsweise grofse Messdauer aufweist, wird an jedem einzelnen Bildpunkt eine Kraft-
Abstandskurve erstellt. Auf diese Weise entsteht neben dem analog zum Contact-Mode
erzeugten Topographiebild zusétzlich ein Adh#sionsbild, das bei zuvor erfolgter Ermitt-
lung der Cantilever-Sensitivitidt auch absolute Messwerte fiir die jeweils vorherrschende
Kraft enthélt.

AFM-Lithographie

Bei der AFM-Lithographie handelt es sich um ein priparatives und kein analytisches
Verfahren, das wegen seines Bezugs zum AFM dennoch an dieser Stelle kurz erldutert
werden soll.

Die bisher beschriebenen Betriebsmodi dienen dem Zweck der zerstérungsfreien Ober-
flachencharakterisierung. Der insbesondere im Contact-Mode mogliche Nebeneffekt des
unerwiinschten Abtragens von Probenstrukturen bei zu hoher Auflagekraft kann jedoch
bei der AFM-Lithographie auch gezielt zur Manipulation von Oberflichen eingesetzt
werden. Im Gegensatz zum Contact-Mode wird bei der AFM-Lithographie in der Regel
auch kein linienférmiges Raster abgefahren und die zu schreibenden Strukturen zuvor
in Abschnitte unterteilt, die ohne Absetzen des Cantilveres geschrieben werden. Nach
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der Fertigstellung eines einzelnen Abschnitts mit hoher und moglichst genau bekannter
Auflagekraft wird der Startpunkt des néchsten zu schreibenden Abschnitts mit einer we-
sentlich geringeren Auflagekraft angefahren. Fiir die genaue Kenntnis der vorliegenden
Auflagekraft empfiehlt sich die vorherige Aufnahme von Kraft-Abstands-Kurven.

Die lithographisch genutzten Spitzen unterliegen aufgrund der hohen mechanischen
Belastungen einem hohen Verschleifs, weshalb in der Regel harte Spitzen mit einer SigNy-
Beschichtung und hoher Federkonstante zur Vermeidung starker Torsion eingesetzt wer-
den. Durch einen Closed-Loop-Betrieb mit Regelung der Piezoaktorik durch kapazitive
Positionssensoren werden eine hohe Reproduzierbarkeit der Lithographiesegmente und
die Moglichkeit des mehrmaligen Abfahrens einzelner Strukturen erwirkt. Die minima-
le Linienbreite ist je nach Probenmaterial durch die geometrischen Gegebenheiten der
Cantileverspitze auf etwa 20 nm begrenzt und erhéht sich mit steigender Abnutzung.

Weitere Betriebsmodi

Dariiber hinaus gibt es noch eine Vielzahl von Messmodi, die der Kldrung von mehr oder
weniger speziellen Probenaspekten dienen. Dazu zédhlen beispielsweise der Pulsed-Force-
Mode, der Magnetic-Force-Mode und der Electric-Force-Mode, bei denen die elastischen,
magnetischen und elektrostatischen Eigenschaften von Probenoberflichen untersucht
werden. Da diese jedoch im Rahmen dieser Arbeit keine Anwendung fanden, wird an
dieser Stelle nicht weiter auf sie eingegangen.

4.4.4 Apparativer Aufbau des Rasterkraftmikroskops

Der experimentelle Aufbau eines Rasterkraftmikroskops kann in die Module Messeinheit
- bestehend aus Kopf und Basis -, Messelektronik und Messrechner gegliedert werden.

Messeinheit

Der Messkopf umfasst im Wesentlichen die Komponenten zur Detektion der zu untersu-
chenden Wechselwirkungen, also Laserdiode, Cantileverhalter, Viersegment-Photodiode,
sowie eine Vorverstirker-Platine, welche die schwachen Photostréome ortsnah verstirken
und mittels Differenzverstirker zum NFM- und LFM-Signal zusammensetzen soll. Der
Cantilever selbst muss eine grofse Spitzenhérte und -schérfe, sowie eine definierte Feder-
konstante und eine hohe Resonanzfrequenz aufweisen. Cantilever aus Silizium sind mit
Spitzenradien von weniger als 20 nm und halben Offnungswinkeln im Bereich von 20°
sehr scharf, aber auch sehr empfindlich. Deshalb werden auch Cantilever aus Siliziumni-
trid verwendet, die wesentlich hirter und aufgrund ihres groken halben Offnungswinkels
von 35 ° oftmals mit einer oxidgeschirften Spitze versehen werden. Die Federkonstante
liegt bei Cantilevern, die fiir den Contact-Mode ausgelegt sind, meist bei weniger als
0,5 N/m, wihrend sie fiir solche, die fiir den Tapping-Mode geeignet sind, in der Gro-
Benordnung von 10 bis 50 N/m liegt, um hohe Resonanzfrequenzen zu erméglichen. Der
Cantileverhalter ist um etwa 15 ° gegeniiber der Probenebene geneigt, um den Einfall von
Laser-Streulicht von der Probenoberfliche in die Photodiode zu vermeiden. Er beinhal-
tet zudem einen Piezoaktor zur Schwingungsanregung im Tapping-Mode, der zwischen
Cantileverchip und Messkopfgehduse angebracht ist.
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Die Messbasis beinhaltet die Elemente zur exakten Probenpositionierung. Da deren
Genauigkeit je nach Anforderung mindestens im Bereich von Nanometern liegen soll-
te, kann die Konstruktion einer Basis als anspruchsvollste Aufgabe angesehen werden.
Die Positionierung wird von Piezoscannern unterschiedlicher Bauweise {ibernommen,
auf denen der Probenhalter und somit die zu untersuchende Probe fixiert sind. Als Pie-
zoscanner werden entweder RShrenpiezos oder Stapelpiezos verwendet, deren Aufbau
in Abbildung schematisch dargestellt ist. Bei R6hrenpiezos handelt es sich piezoke-
ramische Hohlzylinder mit einer Innen- und vier Aufenelektroden. Bei Anlegen einer
Spannung U, bzw. U, zwischen zwei gegeniiberliegenden Elektroden erfolgt in erster
Niaherung eine lineare Verbiegung Az bzw. Ay, bei Anlegen einer Spannung U, zwi-
schen der Innenelektrode und allen vier Aufenelektroden ergibt sich eine Dehnung oder
Stauchung Az des Réhrenpiezos [62}[63].

Z-Elektrode

-Y-Elektrode

+X-Elektrode
- Z-Elektrode i

Piezokeramik i

+Y-Elektrode +Z-Elektrode i

Isolator i
-X-Elektrode

-Z-Elektrode 1
_-£°El

Piezokeramik 1 —_—
+Z-Elektrode 1

N

Isolator Isolator 1

Rdhrenpiezoaktor Stapelpiezoaktor

Abbildung 4.6: Schematischer Aufbau der beim AFM eingesetzten Piezoaktortypen. Wah-
rend mit einem Rohrenpiezoaktor unter Benutzung der Innen- und der vier Aufenelek-
troden Bewegungen in allen drei Raumrichtungen mdglich sind, ist der Stapelpiezoaktor
lediglich in einer Richtung beweglich, kann dafiir durch die wiederholte parallele Beschal-
tung jedoch grofere Stellwege bei gleichzeitig geringeren Spannungen bewiltigen.

Mit Rohrenpiezoaktoren ist eine Bewegung in allen drei Raumrichtungen gleichzeitig
moglich. Grofse Scanweiten von iiber 100 pm sind mit ihnen jedoch nicht zu realisieren.
Stapelpiezos dagegen sind piezokeramische Schichtsysteme mit zwischenliegenden, ab-
wechselnd parallel geschalteten Elektroden. Sie kénnen sich stets nur in einer Raumrich-
tung ausdehnen und zusammenziehen, weshalb fiir einen Piezoscanner immer mehrere
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4.4 Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Stapelpiezos bendtigt werden. Oft sind diese gleich in einem x-y-Scantisch fiir die ho-
rizontale Probenpositionierung oder in einem x-y-z-Scantisch sogar fiir alle drei Raum-
richtungen zusammengefasst. Neben der Achsenseparation weisen sie den Vorteil auf,
dass mit ihnen auch Scanweiten von weit iiber 100 pm realisiert werden koénnen.

Samtliche im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Piezoscanner bestehen aus Blei-
Zirkonat-Titanat (PZT), dessen maximale relative Ausdehnung vom Faktor 1073 die
von natiirlich vorkommenden piezoelektrischen Materialien wie Quarz mit 1076 weit
iibertrifft. Das dynamische Verhalten der Piezoaktoren unterliegt Hysterese, Kriecheffek-
ten, intrinsischen Nichtlinearitdten und Alterungsphdnomenen. Daher sind Piezoscanner
in der Regel mit kapazitiven Sensoren und einem entsprechenden Regelkreis zur best-
moglichen Korrektur der Fehlpositionierung ausgestattet, was als Closed-Loop-Betrieb
bezeichnet wird. Demgegeniiber steht der Open-Loop-Betrieb ohne Positionsregelung.

Sowohl am Messkopf als auch an der Messbasis befinden sich Mikrometerschrauben
als Positionierelemente fiir die Laserdiode, die Photodiode, die horizontale Position des
Probenhalters und die vertikale Position des Cantileverhalters. Vor Beginn der Messung
muss nach Einbau der Probe zunichst der Strahl der Laserdiode auf den Cantilever
fokussiert werden, der zu diesem Zweck meist mit einer hochreflektiven Aluminiumbe-
schichtung versehen wurde. Anschliekend ist die Photodiode so zu platzieren, dass sie
vom reflektierten Laserstrahl mittig getroffen wird. Im letzten Justierschritt kann die
Probe horizontal unter der Messspitze zur Untersuchung der gewiinschten Probenstel-
le verschoben werden und der Cantilever abschliefsend bis zum direkten mechanischen
Kontakt vertikal angendhert werden. Die gesamte Messeinheit befindet sich zum Schutz
vor Gebdudeschwankungen oder anderen Vibrationen iiblicherweise auf einem schwin-
gungsisolierten Tisch.

Messelektronik

Die Messelektronik, die die Messeinheit und den Messrechner miteinander verbindet,
umfasst einen Digital-Signal-Processor (DSP) und ein Field-Programmable-Gate-Array
(FPGA), mehrere Hochspannungsverstérker, sowie Digital/Analog- und Analog/Digital-
Wandler. Die Elektronik besitzt im Wesentlichen drei Aufgabenbereiche: Die Verarbei-
tung der am Rechner eingestellten Messparameter, die Verarbeitung der Messwerte,
sowie die Spannungsversorgung aller Bauteile der Messeinheit.

Messrechner

Am Rechner sind die Messparameter wie Scanfeldgréfse, -geschwindigkeit, -offset, -winkel
und Bildauflésung, sowie die Regelkreisparameter Auflagekraft und Regelkreisgeschwin-
digkeit vor und teilweise auch noch wihrend der Messung einzustellen. Die eingehenden
Messsignale werden als Hohenbild mit linearer Farbskala dargestellt, welche nach Be-
endigung der Messung nachbearbeitet werden. Auf diese Weise ergibt sich je nach ge-
wahltem Messmodus eine Kartierung unterschiedlichster Eigenschaften der untersuchten
Probenoberfliche.

47



4 Analytische Methoden

48



5 Large-Scale-AFM zur
hochaufgelosten, quantitativen
Nano-Mikro-Analytik
unterschiedlichster
OberflachenmessgrolRen

Im Zuge des gestiegenen Interesses an hochaufgeldsten Aufnahmen mit Messbereich
bis in die Grofenordnung von Millimetern mit quantifizierbaren Ergebnissen wurde in
dieser Arbeit ein Large-Scale-AFM-System entwickelt, das sich durch Scanweiten von
bis zu 800 pm auszeichnet. Die Messeinheit wurde im Eigenbau realisiert, Messelektronik
und Messrechner von der Firma Asylum Research (Santa Barbara, Kalifornien, USA)
beschafft. Die Entwicklungsarbeiten wurden im Zusammenhang mit der Diplomarbeit
von Herrn Manuel Rothenberger [64] und den Staatsexamensarbeiten von Herrn Tobias
Meier [65] und Herrn Henrik Schulz [66] durchgefiihrt.

Zur Inbetriebnahme des Large-Scale-AFM in der vorgesehenen Grofsenordnung galt
es zunichst geeignete Messparameter und Umgebungsbedingungen zu finden. Das ent-
wickelte AFM wurde an verschiedensten Probensystemen angewendet und hierbei seine
Funktionalitédt hinsichtlich unterschiedlichster Aspekte unter Beweis gestellt. Auf diesen
Untersuchungen aufbauend wurde auch die Large-Scale-AFM-Analyse der Benetzungs-
zeit-Abhéngigkeit des Tinteniibertrags bei der Dip-Pen-Nanolithographie in Kapitel
durchgefithrt. Zudem wurde mit der zusétzlichen Nutzung des Force-Mapping-Mode
zur simultanen Kartierung von Topographie und Adhésionskréiften angedeutet, wie die
flir AFM typischen vielfiltigen Messmethoden in einen fiir AFM neuen Messbereich
iibertragen werden kénnen. Die Untersuchungen wurden im Zusammenhang mit der Di-
plomarbeit von Herrn Manuel Rothenberger [64] sowie der Bachelorarbeit von Herrn
Manuel Rommel durchgefiihrt [67].

5.1 Large-Scale-AFM-Messungen in konventionellen
Betriebsmodi

Zur Aufnahme von Large-Scale-AFM-Bildern war zunfchst die Definition geeigneter
Messparameter und geeigneter Umgebungsbedingungen notwendig, da bedingt durch
den langen Weg des Cantilevers wihrend der Messung, der im Vergleich zu typischen
AFM-Aufnahmen um zwei bis drei Grofenordnungen erhoht ist, die Moglichkeit des
zwischenzeitlichen Abspringens oder des erhohten Spitzenverschleifes besteht.
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5.1.1 Vorbereitung und Parameter der Messung

Beim Erstellen von Large-Scale-AFM-Aufnahmen empfiehlt sich die Verwendung des
Tapping-Modes, weil hierbei durch die Absenz von Scherkriften zwischen Spitze und
Probe der Cantileververschleify am geringsten ausféllt und auch bei einer Scanfeldgréfse
von 800 pm bei richtiger Wahl der Auflagekraft nicht ins Gewicht f&llt [68,69].

Fiir die Large-Scale-AFM-Messungen konnten mit dem NSC11 und dem NSC15 der
Firma MikroMasch standardméfige Cantilever-Typen eingesetzt werden. Wihrend der
NSC15-Cantilever eine typische Federkonstante von 46 N/m und eine typische Reso-
nanzfrequenz von 325 kHz aufweist, betragen dieselben Gréfsen beim NSC11-Cantilever
48 N/m und 330kHz [70,[71]. Der NSC15-Cantilever besteht aus einem geraden Balken,
der NSC11-Cantilever aus zwei zusammenlaufenden Balken, die zusammen mit dem
Rand des Cantileverchips ein Dreieck bilden.

Die standardmafkige Wahl der Messparameter fiir Large-Scale-AFM-Aufnahmen konn-
te ebenfalls im Rahmen von Testmessungen abgeschétzt werden. Die Scanfrequenz ist
hierbei so einzustellen, dass die Scangeschwindigkeit wie im Normalbetrieb je nach typi-
schen Aspektverhéltnissen der zu untersuchenden Probe zwischen 50 pm /s und 100 pm /s
liegt. Dies hat auch zur Folge, dass fiir eine Large-Scale-Aufnahme mehere Stunden be-
notigt werden. Weiterhin kann die Auflésung von standardméfigen 512 x 512 Pixeln auf
bis zu 1984 x 1984 Pixel erhoht werden. Eine weitere Erhéhung ware durch eine Nachrii-
stung des Messrechner- Arbeitsspeichers von derzeit 2 GB méglich. Die wichtigste Grofie
bei der Wahl der Messparameter ist die Auflagekraft, die durch Wahl des sogenannten
Setpoints eingestellt wird. Ein sehr kleiner Wert bedeutet im Tapping-Mode eine sehr
hohe Dampfung der Cantilever-Schwingung. Je hoher die Dampfung ist, umso eher kann
ein Verschleifs der Spitze auftreten. Ein sehr grofer Wert bedeutet einen minimalen me-
chanischen Kontakt des Cantilevers mit der Probenoberfliche und ist mit der Gefahr
des vor- oder zwischenzeitlichen Abspringens verbunden. Die Faustregel einen Setpoint
von 80 % der Anregungsamplitude zu wihlen, stellte sich als nicht ganz ideal dar. Im
Large-Scale-Betrieb wurde meist eher in einem Bereich von 70 % gearbeitet, wobei al-
lerdings auch deutlich andere Werte zum Einsatz kamen und somit eine standardmaéfige
Vorauswahl fiir diese Groke nicht anzugeben ist. Alle weiteren Messparameter sind wie
im Normalbetrieb einzustellen [68,69).

Da eine Large-Scale-AFM-Messung wie bereits erwéhnt in der Regel mehrere Stunden
dauert, wurde zur Gewahrleistung der Temperaturstabilitidt und zum Schutz vor wei-
teren dufkeren Einfliissen unmittelbar nach dem Starten der Messung eine Haube iiber
die AFM-Messeinheit gestiilpt. Die Verwendung einer simplen Haube aus Schaumstoff
fithrte bereits zu einer signifikanten Verbesserung der Stabilitét [68),69).

Mit dem Large-Scale-AFM-System wurden im Folgenden einige Aufnahmen verschie-
dener Probensysteme erstellt, die nicht nur Auskunft iber die Probenbeschaffenheit,
sondern vor allem iiber die Eigenschaften des Messsystems selbst geben sollten.

5.1.2 Messung topographischer Absolutwerte

In Abbildung[5.1]ist ein AFM-H6henbild eines EPROM-Speicherchips mit 500 pm Scan-
weite und 1024 x 1024 Pixeln Auflosung gezeigt, das mit einem vergleichsweise hohen
Setpoint von etwa 89 % der Anregungsamplitude aufgenommen wurde [64].
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Abbildung 5.1: AFM-Hohenbild und 3D-Visualisierung eines EPROM-Speicherchips mit
einer Scanfeldgrofe von 500 pm. Die abgebildeten Bauelemente und Leiterbahnen der Schal-
tungen weisen keinerlei Artefakte auf. Trotz Verzicht auf einen Flatten-Prozess liefern
Punkte derselben Ebenen identische Hohendaten, was die Messung von topographischen
Absolutwerten bestétigt .
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Die senkrechten, bis zu 2 pm hohen Stufen stellten hohe Anforderungen an den Can-
tilever und den Regelkreis des z-Piezoscanners, weshalb die Scangeschwindigkeit auf
30 um/s reduziert wurde. Die Abbildung zeigt dennoch keinerlei Defekte oder Artefak-
te. Es ist weder eine Abnahme der Bildqualitdt wihrend der Messung noch ein zwi-
schenzeitliches Abspringen der Cantileverspitze erkennbar. Simtliche Bauelemente und
Leiterbahnen des Mikrochips sind sehr gut erkennbar. Diese sind in Abbildung noch
einmal in einer mit Hilfe der gezeigten AFM-Aufnahme erstellten 3D-Darstellung visua-
lisiert. Bei der Nachbearbeitung wurde auf den Flatten-Prozess verzichtet, die unter-
schiedlichen Scanlinien zu identischen Probenebenen befinden sich dennoch auf gleicher
Hoéhe. Damit sind die Héhen unterschiedlicher Bildpunkte direkt vergleichbar und somit
Messungen rdumlicher Absolutwerte mdglich.

5.1.3 Analyse mittels digitalem oder sequentiellem Zoomen

In Abbildung ist ein 400 pm x 400 pm grofes AFM-Hdohenbild mit einer Auflésung
von 1024 x 1024 Bildpunkten von einer Messingoberfliche gezeigt, in der mittels eines
ultrakurzen Laserspulses ein periodisches Lochmuster erzeugt wurde [64].

Die Kraterrdnder zeigen die Erkaltung des zuvor verfliissigten Messings innerhalb
seines damit verbundenen Bewegungsablaufs. Der gezeigte Querschnitt dokumentiert,
dass diese Kraterrédnder bis 10 pm iiber den Boden der erzeugten Locher und etwa 3 pm
bis 4 um iiber die urspriingliche Messingoberflache hinausragen. Solch enorme Topogra-
phieunterschiede erfordern wie beim eingesetzten Large-Scale-AFM-System realisiert die
Nutzung von Stapelpiezoaktoren auch in vertikaler Positionierrichtung, da sie bei glei-
cher Baulénge einen wesentlich hoheren Hub im Vergleich zu Rohrenpiezoaktoren errei-
chen.

Ein grofser Vorteil des hohen Messbereichs des Large-Scale-AFM ist die Moglichkeit
zunichst Ubersichtsbilder von der Probenoberfliche zu erstellen und anschliekend in
interessierende Bereiche zu zoomen. Dies kann beim hier aufgebauten AFM auf zwei
Arten erfolgen. Beim wie in Abbildung[5.3|a) gezeigten digitalen Zoomen auf einen ein-
zelnen Laserkrater wird aufgrund der hohen Aufldsung noch immer ein scharfes Bild
erzielt. Zum direkten Vergleich ist in Abbildung (b) eine 100 x 100 pm? groke AFM-
Aufnahme eines solchen Kraters gezeigt, die in Abbildung [5.3{c) in dreidimensionaler
Darstellung zu sehen ist [64]. Somit ergeben sich zwei Moglichkeiten der Probenuntersu-
chung, die bei konventionellen AFM-Systemen in dieser Gréfsenordnung nicht vorhanden
sind: Durch die Moglichkeit der Erstellung eines grofen, hochaufgelosten Ubersichts-
Scans konnen interessante Probenstellen erstens durch digitales Zoomen und zweitens
durch entsprechende Wahl des Offsets nochmals mit kleinerer Scanfeldgréfse untersucht
werden.

5.1.4 Untersuchung hierarchischer Strukturen

In Abbildung ist eine 200pm x 200 pm groke AFM-Aufnahme eines Arrays aus
Mikrolinsen auf einer Glasoberfliche gezeigt [64].

Solche Mikrolinsen koénnen elektromagnetische Strahlung bei Vorliegen einer peri-
odischen Anordnung gezielt beugen und kommen deshalb nicht nur in der Natur als
Sinnesorgan von Insekten vor, sondern werden nach kiinstlicher Herstellung vor allem
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Abbildung 5.2: AFM-Hohenbild einer lokal periodisch per Laserstrahl strukturierten Mes-
singoberfliche mit einer Scanfeldgréfte von 400 pm. Die im zugehdrigen Querschnitt do-
kumentierten maximalen Topographie-Unterschiede liegen in der Gréfsenordnung von
10pum und erfordern damit auch in vertikaler Dimension den Einsatz eines Large-Scale-

Piezoaktors .
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Abbildung 5.3: Vergleich der durch digitales und sequentielles Zoomen entstandenen AFM-
Hohenbilder einer lokal periodisch per Laserstrahl strukturierten Messingoberfliche mit
einer Bildgrafse von 100 pm. Die Aufnahmen wurden (a) durch digitales Zoomen der in Ab-
bildung|[5.2|gezeigten 500 pm grofen Aufnahme und (b) durch zielgerichtete Neu-Aufnahme
der interessierenden Probenstelle erzeugt. Aufgrund der enormen Auflésung sind bei dieser
Grofenordnung keine Unterschiede festzustellen, bei noch weiterem Hineinzoomen emp-

fiehlt sich jedoch die zweitgenannte Variante. (¢) 3D-Visualisierung des in (b) gezeigten
AFM-Héhenbilds [64].
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Abbildung 5.4: AFM-Hohenbild und 3D-Visualisierung eines Mikrolinsen-Arrays mit ei-
ner Scanfeldgréfe von 200 pm beziehungsweise 5 pm. Die abgebildeten Linsen folgen einer
periodischen Anordnung und erscheinen im Ubersichtsbild vollkommen regelméfig und
identisch. In der detaillierteren Betrachtung ist eine differenzierte Oberflichenstruktur mit
partiell auftretenden Unebenheiten auf der Linsenoberfliche zu erkennen. Aufgrund der
hohen Sensitivitdt des Large-Scale-AFM ist die systematische Untersuchung solcher hier-
archischer Strukturen problemlos mdoglich .
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in der Mikroskopie, der Fotographie und der Medizintechnik eingesetzt.

Die Untersuchung dieser Linsen erfolgte bei einer Auflésung von 512 x 512 Bildpunk-
ten. Die Regelméfigkeit der zahlreich vorhandenen Linsen ist gut zu erkennen. Die in
der unteren Hilfte von Abbildung gezeigte AFM-Aufnahme desselben Probenaus-
schnitts mit einer verringerten Scanfeldgrofie von 5pm zeigt in der 3D-Visualisierung
jedoch auch sehr feine Details wie beispielsweise die unregelmiifig auftretenden Un-
ebenheiten auf der Linsenoberfliche. Das Large-Scale-AFM zeigt demnach auch in der
Grokenordnung von Nanometern eine hohe Sensitivitédt und stellt somit das ideale Mess-
instrument zur Untersuchung solcher hierarchischer Strukturen dar.

5.1.5 In-situ-Untersuchung pflanzlicher Strukturen
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Abbildung 5.5: AFM-Hohenbild einer Blattunterseite der Farnpflanze Marsilea hirsuta mit
einer Scanfeldgrofte von 500 pm. Die Aufnahme ist trotz der Untersuchung am lebenden Ob-
jekt vollkommen fehlerfrei und zeigt insbesondere die Porenstruktur (Pfeile) des Blatts .

Abbildung zeigt eine 500 pm x 500 pm grofle AFM-Aufnahme der Blattunterseite
der Farnpflanze Marsilea hirsuta. Die von Shengyuan Zhang im Rahmen seiner Diplom-
arbeit mit einer Auflésung von 1024 x 1024 Messpunkten erstellte Topographie-
Aufnahme zeigt keinerlei Artefakte, obwohl diese in-situ an einer lebenden Pflanze
durchgefiihrt wurde. Gut zu erkennen sind die Porenéffnungen des abgebildeten Pflan-
zenblattes. Die Untersuchung konnte an einem unter Wasser getauchten Blatt wiederholt
werden, um eine potentielle Anderung des Porendurchmessers zu dokumentieren.
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5.2 Large-Scale-AFM-Messungen im Force-Mapping-Mode

5.2 Kombinierte Large-Scale-AFM-Messungen von
Topographie und Adhasionskraft im
Force-Mapping-Mode

5.2.1 Modifizierung des Force-Mapping-Mode

Zur Einfithrung des bereits im Messprogramm implementierten Force-Mapping-Mode
beim in dieser Arbeit entwickelten Large-Scale-AFM-System waren aufgrund der Ver-
wendung von Eigenbau-Komponenten Anderungen in der Software des Messprogramms
notwendig, deren Ursache und Behebung hier dokumentiert werden. Es handelt sich um
eine Anderung des Rasterwegs, sowie von erlaubtem Messbereich und -geschwindigkeit.

100

50

nm

-50

100

50

nm

-50

(b) Geéndertes Messraster

Abbildung 5.6: AFM-Hohenbilder einer CD-Unterseite im Force-Mapping-Mode bei unter-
schiedlichen Messrastern. (a) Beim schematisch dargestellten urspriinglichen Messraster
weist das AFM-Hdohenbild zwischen den einzelnen Scanlinien jeweils einen deutlichen Ver-
satz auf. (b) Beim gednderten Messraster ist im AFM-Hohenbild zwischen den einzelnen
Scanlinien kein Versatz mehr zu erkennen |\

Im in Abbildung [5.6{a) dargestellten AFM-Hohenbild einer CD-Unterseite ist ein zu
behebendes Problem des Force-Mapping-Modes zu erkennen . Entlang der schnellen
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5 Large-Scale-AFM zur Nano-Mikro-Analytik unterschiedlichster Oberflichenmessgriofsen

Scan-Achse, die in der Aufnahme horizontal ausgerichtet ist, ist zwischen zwei benach-
barten Zeilen stets ein Versatz zu beobachten, der von der momentan vorherrschenden
Bewegungsrichtung abzuhdngen scheint. Zur Beseitigung dieser Fehlerquelle wurde die
Reihenfolge der Messpunkte gedndert, sodass alle Zeilen in derselben Richtung gerastert
werden. Die Auswirkungen dieser Software-Modifizierungen sind im in Abbildung [5.6|b)
gezeigten und ebenfalls im Force-Mapping-Mode erstellten AFM-Hohenbild derselben
Stelle einer CD-Unterseite demonstriert, in der nun kein Versatz mehr zwischen den
einzelnen Scanlinien festzustellen ist [67].

Ein weiteres Ziel lag in der Erhéhung der Messgeschwindigkeit. Die Gesamtzeit #4cs,
die fiir eine Aufnahme im Force-Mapping-Mode notwendig ist, berechnet sich ndherungs-
weise iiber die Formel:

tges =t,+ tm,y (51)
2-M-N-d d
. Y (5:2)
U'Z UI7y
= ‘+ (5.3)
Uz vx,y

mit der Scanfeldgréfe s, der Rasterdistanz d,,, der Kraft-Abstands-Kurven-Distanz
d., der mittleren x-y-Geschwindigkeit v, ,, der z-Geschwindigkeit v, der Anzahl von
Scan-Linien M und der Anzahl von Scan-Punkten pro Linie N. Es handelt sich um eine
Abschétzung, weil der z-Hub aufgrund der Proben-Topographie nicht genau bekannt ist.

Da die laterale Geschwindigkeit v, , aufgrund der mechanischen Eigenschaften der
Piezoaktoren begrenzt ist, wurde testweise die softwareseitige Begrenzung der vertikalen
Geschwindigkeit v, von maximal 2 Hz auf 8 Hz angehoben. Bei anschliefenden Testmes-
sungen wurde eine Abnahme der Bildqualitdt bei einer Geschwindigkeit von iiber 4 Hz
festgestellt. Bei einer Analyse der Steuersignale fiir die x-, y- und z-Piezoaktoren mit
Hilfe eines Oszilloskops stellte sich heraus, dass ab dieser Geschwindigkeit eine zuneh-
mende Anzahl von Messpunkten nicht mehr an der korrekten Stelle, sondern oftmals
an derselben Stelle wie zuvor aufgenommen wurde. Messungen bei etwa 4 Hz sind nur
dann stabil méglich, wenn die Echtzeitanzeige der Kraft-Abstands-Kurven deaktiviert
ist und die Kraft-Abstands-Kurven nicht wihrend sondern erst nach ihrer Aufnahme
angezeigt werden. Die Echtzeitanzeige wurde deshalb fiir Force-Mapping-Aufnahmen
deaktiviert [67].

5.2.2 Vorbereitung der Messung im Force-Mapping-Mode

Neben der einmalig zu bestimmenden und daher im Normalfall bereits gespeicherten
Kalibrierung des Systems beziiglich der Topographie ist nach dem Einbau des Cantile-
vers, sowie nach erfolgter Justierung von Laser- und Photodiode noch eine Kalibrierung
beziiglich der Adhésion durchzufiihren, um die relativen Werte des bildgebenden Verfah-
rens auch mit absoluten Werten der jeweils vorherrschenden Adhésionskraft verkniipfen
zu konnen. Zur Bestimmung dieser Kraft sind die Kenntnis von rdumlicher Auslenkung
des Cantilevers und dessen Federkonstante unabdingbar. Aus der Anndherungs- oder
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5.2 Large-Scale-AFM-Messungen im Force-Mapping-Mode

Abnédherungsbewegung bei der Aufnahme einer einzelnen Kraft-Abstands-Kurve auf ei-
ner moglichst harten Probenoberfliche kann der Zusammenhang zwischen rdumlicher
Auslenkung des Cantilevers und Deflection-Spannung der Photodiode als linearer Fit
berechnet werden. Aus der Aufnahme eines thermischen Spektrums des nicht im Pro-
benkontakt befindlichen Cantilevers kann durch Fitten der Resonanzkurve zusitzlich
dessen Federkonstante berechnet werden.

Die Parameter fiir das Abscannen der Probenoberfliche im Force-Mapping-Mode ent-
sprechen denen konventioneller Betriebsmodi. Scanfeldgréfe, mittlere x-y-Geschwindig-
keit, Bildauflosung oder Auflagekraft sind in gewohnter Weise zu wihlen. Zusitzlich
sind die Parameter wie der z-Hub oder die z-Geschwindigkeit einzustellen, die speziell
die Kraft-Abstands-Kurven betreffen. Dabei sollte der z-Hub gréfer sein als die Summe
aus der héchsten Erhebung der Probenoberfliche und dem Weg, um den die Spitze auf
die Probe gedriickt wird, und die z-Geschwindigkeit wie im letzten Abschnitt erlautert
einen Wert von 4 Hz nicht iiberschreiten.

Die Richtung der meist geringfiigigen Verkippung der zu untersuchenden Probenober-
flache, die durch eine zuvor durchgefithrte Messung im Contact-Mode ermittelt werden
kann, bestimmt die Scanrichtung. Die Ursache hierfiir liegt in der Vermeidung der Be-
schidigung von Spitze und Probe durch konsequentes Scannen in absteigender Richtung,
bei der die Spitze nach jeder Kraft-Abstands-Kurve in jedem Fall wieder weit genug an-
gehoben wird. Lediglich bei kleineren Scanbereichen und ausreichend grofs gewéhltem
z-Hub kann dieser Effekt vernachlassigt werden [67].

5.2.3 Durchfiihrung der Messung im Force-Mapping-Mode auf
ultragroBer Skala

Zur Demonstration des Force-Mapping-Mode in ultragrofen Messbereichen wurde ei-
ne mit einem Polymerblend aus Polystyrol (PS) und Polydimethylsiloxan (PDMS) be-
schichtete Probe untersucht. Die in der Abbildung dargestellte AFM-Aufnahme mit
Topographie- und Adhésions-Signal wurde mit folgenden Messparametern erstellt. Die
Scanfeldgrofe lag bei 800 pym und die Auflésung bei 512 x 512 Bildpunkten. Der z-Hub
wurde bei 1,5 pm, die z-Geschwindigkeit bei 4,2 Hz gewdhlt und der Trigger bei einer
0,5V entsprechenden Verbiegung ausgelost. Die Durchfiihrung der Messung dauerte mit
diesen Parametern etwa 20h. Aufgrund der vergleichsweise hohen Geschwindigkeiten
wurde die Probe mit einem Klebestreifen auf dem Probenteller fixiert [67].

Das Hohenbild gibt Aufschluss iiber die rdumliche Ausprigung der Phasenmorpho-
logie, wihrend anhand der Analyse des Adhésionsbilds zusétzliche Aussagen iiber den
Materialkontrast des Polymerfilms getroffen und die Informationen beider Messkanéle
in Bezug zueinander gesetzt werden kiénnen. Die tiefer liegenden Bereiche der unter-
suchten Oberfliche weisen eine deutlich héhere Adhésion auf und setzen sich demnach
aus der stirker haftenden PDMS-Komponente zusammen, wihrend die erh6hten Berei-
che mit geringer Adhésion aus PS bestehen. In den beiden Bereichen, die sowohl hohe
Topographie- als auch Adhisionswerte aufweisen, kénnte sich statt der sonst dominie-
renden lateralen Phasenmorphologie eine Multilage ausgebildet haben, deren oberste
Schicht aus PDMS besteht. Die wihrend der Messung wirkenden Adhésionskréfte zwi-
schen der Cantileverspitze und der Probenoberfliche variieren in einem Bereich von
30nN. Mit dieser Vorgehensweise kann die Polymer-Phasenmorphologie nicht nur in ih-
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5 Large-Scale-AFM zur Nano-Mikro-Analytik unterschiedlichster Oberflichenmessgriofsen
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Abbildung 5.7: (a) AFM-Ho6henbild und (b) AFM-Adhésionsbild im Force-Mapping-Mode
mit einer Scanfeldgréfie von 800 pm zur gleichzeitigen Ermittlung von Topographie und Zu-
sammensetzung eines PS-PDMS-Polymerblends. Die Adhésionskraft im stérker haftenden
PDMS-Bereich (violett bis rot) ist um maximal 30nN gréRer als im PS-Bereich (blau) [67].
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5.3 Zusammenfassung

rer rdumlichen Struktur, sondern auch in ihrer chemischen Zusammensetzung bestimmt
werden. Die gewonnenen Ergebnisse unterstreichen die Eignung des Large-Scale-AFM
zur grobflichigen Detektion von Materialkontrasten mittels Force-Mapping-Mode.

5.3 Zusammenfassung

Mit dem Large-Scale-AFM wurden Aufnahmen mit Scanfeldgréften von 800 pm bis hinab
zu 5 pm durchgefiihrt, die die Funktionalitdt des Large-Scale-AFM in bei der Konzeption
vorgesehenen grofien Messbereichen, aber auch in fiir kommerzielle AFM typischen Gro-
flenordnungen unterstreichen. Die Topographiewerte mussten hierbei keinem Flatten-
Prozess unterzogen werden und die einzelnen Messwerte sind damit als absolut anzu-
sehen und daher direkt miteinander vergleichbar. Es wurde die Moglichkeit aufgezeigt,
zuniichst ein Ubersichtsbild mit grofer Scanfeldgréfe aufzunehmen und anschliefend re-
levante Probenbereiche entweder durch eine erneute Aufnahme mit kleinerer Scanweite
oder durch digitales Zoomen gezielt zu untersuchen, was sich vor allem bei der systema-
tischen Untersuchung hierarchischer Strukturen empfiehlt. Die bei kleinen Scanweiten in
der Grofenordnung von 1pum demonstrierte hohe Sensitivitat des AFM-Systems (siehe
auch Kapitel ist es, die ein solches Vorgehen mdglich macht.

Die zusétzliche Implementierung durch Modifizierungen der Messsoftware und an-
schliefsende grofhflichige Anwendung des Force-Mapping-Modes zur Ermittlung der zwi-
schen Cantileverspitze und Probenoberfliche wirkenden Adhésionskrifte durch die zu-
sétzliche Aufnahme von Kraft-Abstands-Kurven kann als erster Schritt zur Ubertragung
der fiir AFM typischen vielfdltigen Messmethoden in einen fiir AFM neuen Messbereich
angesehen werden.
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6 Large-Scale-AFM zur Analyse des
Tintenubertrags bei der
Dip-Pen-Nanolithographie von
Phospholipiden

Bei der Dip-Pen-Nanolithographie (DPN) ist der Tintentransport neben der verwen-
deten Molekiilsorte vor allem von den Umgebungsbedingungen wie der relativen Luft-
feuchtigkeit und den Schreibparametern wie der Benetzungszeit abhéngig. Mit der DPN-
Apparatur ist es zwar ohne weiteres moglich und auch {iblich Strukturen auf einer Ge-
samtfliche von iiber 1 mm? zu schreiben, jedoch unméglich diese auch zu analysieren.
Die DPN-Positioniereinheit, die in der Regel wie auch das in dieser Arbeit aufgebaute
Large-Scale-AFM ridumlich entkoppelte Stapelpiezoaktoren enthélt, verfiigt nicht iiber
die fiir eine bildhafte Analyse notwendige Genauigkeit. Andere Analysemethoden mit
passendem Messbereich verfiigen nicht iiber die Moglichkeit der quantitativen Vermes-
sung der Probenstrukturen in allen drei Raumdimensionen bei gleichzeitig hoher Auf-
16sung. Wahrend mit einem konventionellen AFM zwar die hochaufgeloste Aufnahme
und Vermessung der Probenoberfliche méglich ist, betrigt dessen Scanbereich jedoch
maximal 0,01 mm?. Mit dem in dieser Arbeit entwickelten Large-Scale-AFM dagegen ist
die hochaufgeléste Vermessung der Oberflichenstrukturen mit nur einer einzigen Auf-
nahme moglich, wodurch sich die Vergleichbarkeit der unterschiedlichen Probenstruk-
turen erhoht und die Gefahr von Messfehlern verringert. Besonders im Hinblick auf die
fiir die kommerzielle Anwendung gewiinschte hohe Regelmifigkeit der geschriebenen
Strukturen ist dieser Aspekt von enormer Bedeutung. Die Untersuchungen wurden im
Zusammenhang mit den Bachelorarbeiten von Herrn Marco Pfirrmann [68] und Herrn
Johannes Sachs [69] durchgefiihrt.

6.1 DPN-Erstellung von Phospholipid-Punktmustern

Mit Dip-Pen-Nanolithographie wurden Lipid-Strukturen des Molekiils DOPC mit variie-
renden Benetzungszeiten in einem Bereich von etwa 1 mm? geschrieben, die anschliefiend
mit dem entwickelten Large-Scale-AFM untersucht wurden. Die Strukturierung wur-
de am Institut fiir Nanotechnologie in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Harald Fuchs
durch Herrn Falko Brinkmann und Herrn Dr. Michael Hirtz durchgefiihrt. Die DPN-
Lithographie-Methode soll zunédchst kurz vorgestellt werden, um dann ndher auf die
speziellere Strukturierung mit Lipiden einzugehen.
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6 Large-Scale-AFM zur Analyse des Tinteniibertrags bei der DPN von Phospholipiden

6.1.1 Funktionsprinzip der Dip-Pen-Nanolithographie (DPN)

Eine der AFM-Strukturierung sehr dhnliche Methode der Oberflichenlithographie [73]
ist die 1999 von Piner et al. vorgestellte Dip-Pen-Nanolithographie , bei der eine
oder mehrere mit einer bestimmten Molekiilsorte benetzte Cantileverspitzen im Kontakt
zur Probenoberfliche ein gewlinschtes Muster abfahren. Dabei werden die Molekiile in
schmalen Streifen auf die Oberfliche {ibertragen. Das Verfahren stellt demnach eine
Ubersetzung des klassischen Schreibvorgangs mit Feder und Tinte in den Mikro- oder
sogar Nanometerbereich dar.

Molekultransport

Schreibprozess

g
Wassermeniskus

Abbildung 6.1: Schematisches Funktionsprinzip der DPN. Eine mit einer als Tinte bezeich-
neten Molekiilsorte benetzte Cantileverspitze fahrt in direktem Kontakt mit der Probeno-
berfliche ein gewiinschtes Muster auf dieser ab, wobei die Tintenmolekiile {iber den vor
allem von der Luftfeuchtigkeit abhingigen Wassermeniskus {ibertragen werden. Nach .

Der Schreibvorgang wird durch das auch Dipping genannte Eintauchen der einzel-
nen Cantileverspitzen in ein Reservoir vorbereitet, das mit einer speziellen Molekiilsorte
befiillt ist, die ihrem Funktionszweck entsprechend als Tinte bezeichnet wird. Danach
wird zunédchst iiberschiissiges Material abgestreift und die Spitzen anschlielsend mit der
Probenoberfléiche in Kontakt gebracht [75]. Die Tinte wird durch den Wassermeniskus
zwischen Spitze und Probe kontinuierlich auf deren Oberflidche iibertragen [74]. Durch
die laterale Bewegung der Probe lassen sich mit dieser Technik wie in Abbildung[6.1]dar-
gestellt beliebige Muster erzeugen [75]. Die Ausdehnung der geschriebenen Strukturen
wird neben der Wahl der Tintensorte vor allem durch den beschriebenen Wassermeniskus
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6.1 DPN-Erstellung von Phospholipid-Punktmustern

beeinflusst, wobei dessen Breite und Aufenthaltsdauer an einer bestimmten Probenstelle
entscheidend sind. Die Breite des Meniskus wird neben der Spitzengeometrie vor allem
durch die Luftfeuchtigkeit bestimmt. Die Aufenthaltsdauer, die bei den im Folgenden
untersuchten Punktmustern auch als Benetzungszeit bezeichnet wird, kann individuell
gesteuert werden.

Fiir die Dip-Pen-Nanolithographie existieren zahlreiche Anwendungsgebiete. Fiir bio-
logische und medizinische Untersuchungen ist die Erstellung von biofunktionellen Ober-
flichen von besonderem Interesse. Durch Beimischung von Enzymen oder Antikérpern
zur eigentlichen Trégertinte ist die Erzeugung von Biosensoren moglich, die durch die
Verwendung verschiedener Tinten fiir verschiedene Spitzen auch ortsselektiv sein kon-
nen. Auf diese Weise wurde beispielsweise die Untersuchung von Blutproben auf HIV
moglich. Dazu wurden die DPN-Spitzen in Tinten mit unterschiedlichen Antikdrpern
getaucht und mit ihnen ein ortsselektives Antikérper-Muster auf die Probenoberfliche
geschrieben. Nach Aufbringen der Blutprobe konnten die Antigene mit HIV infizier-
ter Zellen in den mit den passenden Antikérpern versehenen Bereichen mit dem AFM
nachgewiesen werden [76)].

6.1.2 Phospholipide als DPN-Tinte

An die als DPN-Tinte einzusetzende Molekiilsorte sind einige Anforderungen gestellt.
Wihrend des Eintauchvorgangs soll sie die Spitze und wihrend des Schreibvorgangs soll
sie die Probenoberfliche benetzen. Anschliefend soll ihre rdumliche Struktur weitest-
gehend erhalten bleiben. Fiir biofunktionelle Anwendungen wie in dieser Untersuchung
muss sie auferdem mit zusétzlichen biologischen Substanzen kombinierbar sein, so dass
die geschriebenen Muster eine bestimmte chemische Funktionalitdt besitzen [77,78].
Als besonders geeignet hat sich in diesem Zusammenhang die Verwendung von Phos-
pholipiden gezeigt, wobei das in dieser Arbeit verwendete 1,2-Dioleoyl-syn-glycero-3-
phosphocholin (DOPC) als Standard-Trégertinte fiir biologische DPN-Anwendungen
anzusehen ist. Seine Strukturformel ist in Abbildung dargestellt.

o

Abbildung 6.2: Strukturformel des als DPN-Tinte verwendeten DOPC-Molekiils. Dieses
zeigt, dass die beiden hydrophoben Alkanketten und die hydrophile Phosphordiestergruppe
fiir die Amphiphilie des Molekiils verantwortlich sind.

Unter Lipiden versteht man Naturstoffe, die aufgrund ihrer langen Kohlenwasserstoff-
ketten grofitenteils hydrophob sind. Zahlreiche Lipide besitzen zusétzlich eine hydro-
phile Kopfgruppe und sind damit amphiphil, weshalb sie in polaren Lésungsmitteln
Mizellen oder Membranen bilden. Lipide kénnen in zahlreiche Untergruppen eingeteilt
werden, zu denen neben den als Fette bezeichneten Triglyceriden auch die in dieser
Arbeit verwendeten Phospholipide zahlen. Diese sind aus den erwdhnten hydrophoben
Kohlenwasserstoffketten und einer hydrophilen Phosphorsiurediestergruppe aufgebaut.
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6 Large-Scale-AFM zur Analyse des Tinteniibertrags bei der DPN von Phospholipiden

Die deshalb in wéssriger Losung abgesehen von Mizellen und Liposomen entstehenden
Lipid-Doppelschichten sind Grundlage fiir die Bildung von Biomembranen.

Die mit DOPC geschriebenen DPN-Strukturen sind demnach aus {ibereinander lie-
genden Lipid-Doppelschichten aufgebaut. Durch ihre hydrophile Kopfgruppe haften sie
sowohl an der polaren Cantileverspitze aus oberflachlich oxidiertem Silizium als auch auf
dem verwendeten polaren Glassubstrat. Die Viskositdt von DOPC ist von der relativen
Luftfeuchtigkeit abhéngig, da es insbesondere bei einer Feuchtigkeit von 42 % einen Pha-
seniibergang zwischen der festen und fliissigen Phase gibt. Aus diesem Grund wird das
Dipping bei etwa 70 % und der Schreibprozess bei 45 % bis 65 % relativer Luftfeuchte
durchgefiihrt. Zur Herstellung moglichst kleiner Strukturen ist es jedoch méglich auch
noch bei Luftfeuchtigkeiten von unter 42 % zu schreiben, da DOPC keinen perfekten
Festkorper bildet [79]. Um die Stabilitdt der geschriebenen Strukturen zu gewéhrleisten,
sind diese anschliefsend bei Luftfeuchtigkeiten von unter 40 % aufzubewahren. Da diese
Voraussetzung bei einer AFM-Messung durch die allgemeine Wetterlage bedingt nicht
immer erfiillt sein kann, sollte die Messung zumindest moglichst zeitnah zur Herstellung
erfolgen.

6.1.3 Phospholipid-Punktmuster mit variabler Benetzungszeit
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Abbildung 6.3: Schematische Schreibreihenfolge der Lipid-Punkt-Probe mit variabler Be-
netzungszeit. Die geschriebenen Strukturen sind in quadratischen Feldern aus jeweils 25
Punkten angeordnet, die zeilenweise von unten nach oben und innerhalb der Zeilen von
links nach rechts geschrieben wurden. Jeder zu einer bestimmten Benetzungszeit gehérende
Probenteil wurde mit elf DPN-Spitzen aus jeweils fiinf solchen Feldern erstellt.

Zur Untersuchung der Regelméfigkeit und der Benetzungszeitabhingigkeit des Tin-
tentibertrags bei der DPN wurde mit dem NLP2000-System der Firma NanoINK (Sko-
kie, Tllinois, USA) und der Standardtinte DOPC ein Punktmuster auf einem Glassub-
strat geschrieben, wobei die relative Luftfeuchtigkeit permanent bei 35 % lag und dem-
gegeniiber die Schreibparameter variiert wurden. Das geschriebene Muster wurde in drei
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6.2 Large-Scale-AFM-Analyse von Phospholipid-Punktmustern auf der Millimeterskala

Teile untergliedert, wobei die Benetzungszeit fiir den ersten Teil bei 1,05, fiir den zwei-
ten bei 0,5s und fiir den dritten bei 0,1 s gewihlt wurde. Jeder Teil gliedert sich zudem
in jeweils finf Felder, innerhalb derer die Punkte entsprechend einer quadratischen Ma-
trix mit fiinf Zeilen und fiinf Spalten angeordnet sind. Die Punkte wurden dabei wie in
Abbildung dargestellt Zeile fiir Zeile von unten nach oben und innerhalb einer Zeile
stets von links nach rechts geschrieben. Die Kenntnis der Schreibreihenfolge ist fiir die
spitere Auswertung unerlisslich, da der Volumenverlauf wihrend des Schreibprozesses
ermittelt werden sollte. Neben der Benetzungszeit ist auch die Wartezeit zwischen dem
Schreiben der einzelnen Punkte ein zu beriicksichtigender Schreibparameter. Zwischen
den verschiedenen Probenteilen ist sie ldnger als zwischen den verschiedenen Feldern
desselben Probenteils. Der gesamte Prozess wurde nicht nur mit einer Cantileverspitze,
sondern parallel mit elf Spitzen durchgefiihrt. Auf diese Weise entstand ein etwa 1,15 mm
langes und 0,71 mm breites Muster aus elf Reihen mit jeweils drei Probenteilen aus je
125 Punkten, das mit dem in dieser Arbeit aufgebauten Large-Scale-AFM systematisch
untersucht wurde.

6.2 Large-Scale-AFM-Analyse von
Phospholipid-Punktmustern auf der Millimeterskala

Die DOPC-Lipid-Punkte, die mittels DPN mit variierenden Benetzungszeiten in einem
Bereich von etwa 1 mm? geschriebenen wurden, sollten auf ihr Volumen hin untersucht
werden. Dabei wurden systematische Abhéngigkeiten der Benetzungszeit, der Verweil-
zeit zwischen individuellen Schreibpunkten und die Abweichungen von Schreibspitze zu
Schreibspitze untersucht.

6.2.1 Einsatz des Large-Scale-AFM zur Erh6hung von Messgenauigkeit
und statistischer Absicherung

Fiir die Volumenuntersuchung des mittels DPN grofsflichig geschriebenen DOPC-Punkt-
musters stellt das entwickelte Large-Scale-AFM die ideale Analysemethode dar. Dies
liegt zum einen an der mit der AFM-Aufnahme verbundenen Vermessung der Proben-
strukturen, wobei im Gegensatz zu anderen Messmethoden insbesondere auch deren
jeweilige Hohe ermittelt wird. Zum anderen verlangt die typische Groéfse solcher Biosen-
soren den Einsatz eines Messgerdts mit addquatem Scanbereich. Mit dem Punktmuster
der Grofke von 1,15 mm x 0,71 mm ist das in dieser Arbeit entwickelte Large-Scale-AFM
mit einem Scanfeld von 800 pm x 800 pm bestens fiir diese Untersuchung geeignet.
Durch die Méglichkeit alle Probenstrukturen mit nur einer Aufnahme vermessen zu
kénnen, ist die Vergleichbarkeit der Ergebnisse bei der Auswertung deutlich erhéht und
auch die Gefahr von Messfehlern deutlich verringert. Es werden beispielsweise alle Struk-
turen mit derselben Cantileverspitze mit nahezu gleichbleibender Beschaffenheit, sowie
bei vergleichbarer Luftfeuchtigkeit gemessen, die einen grofen Einfluss auf die Gestalt
der geschriebenen Lipid-Punkte besitzt. Um den strukturierten Bereich zu analysieren,
wéren selbst mit einem fiir konventionelle AFM grofen Scanbereich von 100 pm minde-
stens 64 Abbildungen notwendig. Im Gegenzug wird durch die Erfassung von insgesamt

67



6 Large-Scale-AFM zur Analyse des Tinteniibertrags bei der DPN von Phospholipiden

4125 Lipid-Punkten, die parallel mit elf Spitzen geschrieben wurden, eine aussagekréaf-
tige Statistik erzielt.

6.2.2 Durchfithrung von Large-Scale-AFM-Messungen zur Ermittlung
mittels DPN mit variabler Benetzungszeit geschriebener
Phospholipid-Volumina

Um die Volumina von mit verschiedenen Benetzungszeiten geschriebenen DOPC-Punk-
ten quantitativ zu untersuchen, wurde die wie im Kapitel beschrieben hergestellte
Punktmuster-Probe mit dem im Rahmen dieser Arbeit aufgebauten Large-Scale-AFM
im Tapping-Mode untersucht. Da die gesamte geschriebene Struktur eine Grofe von
1,15 mm x 0,71 mm aufwies, wurden zwei AFM-Aufnahmen mit einer Scanfeldgréfe von
jeweils 800 um durchgefiihrt, die in Abbildung gezeigt sind. Die erste Aufnahme
umfasst den ersten und zweiten Probenteil, die zweite Aufnahme den dritten Proben-
teil [68,69].

Aufgrund der enormen Gesamtstrukturbreite von etwa 710 pm war eine genaue Justie-
rung der Probe vor Beginn der Messung notwendig, um die langsame Scanachse parallel
zur urspriinglichen Hauptschreibrichtung auszurichten. Um zusétzlich zwei Probentei-
le mit einer Aufnahme abzudecken, musste die Probe zudem so positioniert werden,
dass die Messung nahezu an derselben Stelle wie der Schreibvorgang gestartet wurde.
Dazu wurden ein iiber der Messeinheit aufgebautes Lichtmikroskop verwendet und kur-
ze Testmessungen zur Kontrolle der Probenausrichtung als Hilfsmittel eingesetzt. Bei
der Durchfithrung der Messung wurde auf die Erfahrungen aus den im letzten Kapi-
tel beschriebenen Testmessungen zuriickgegriffen. Die Analyse wurde mit Hilfe eines
NSC11-Cantilevers durchgefiihrt. Bei der Wahl der Messparameter wurde die Scange-
schwindigkeit auf etwa 50 pm/s, die Auflésung auf 1536 x 1536 Pixel eingestellt. Durch
die exakte Probenjustierung war es moglich den Scanoffset und den Scanwinkel auf null
zu setzen und damit den gesamten Scanbereich auszunutzen. Bei der Einstellung der Re-
gelkreisparameter mussten zwei gegensitzlichen Aspekten Rechnung getragen werden.
Einerseits durfte die Cantileverspitze unter keinen Umsténden in die Lipid-Tropfen ein-
tauchen, da dies unweigerlich eine dauerhafte Verschmutzung der Messsonde und damit
eine deutliche Verschlechterung der Bildqualitit, sowie grofse Ungenauigkeiten bei der
Vermessung der Punkte nach sich gezogen hitte. Andererseits ist wie bereits mehrfach
erwihnt bei AFM-Messungen mit ultragrofem Scanweg die Moglichkeit eines zwischen-
zeitlichen oder sogar endgiiltigen Abspringens der Cantileverspitze von der Probenober-
fliche nicht zu vernachléssigen. Daher wurde bei der Wahl der Auflagekraft erst nach
zahlreichen Versuchen der fiir diese Analyse ideale Setpoint von 60 % der Anregungs-
amplitude gefunden. Die Regelkreisgeschwindigkeit wurde standardmafig bei laufender
Messung auf den optimalen Wert gestellt. Nach Beginn der Messung wurde der Mess-
einheit wieder eine HHaube zum Schutz vor Vibrationen oder Temperaturschwankungen
iibergestiilpt [68./69].

Die beiden auf diese Weise entstandenen AFM-Aufnahmen lassen bereits einige quali-
tative Aussagen iiber den zuvor erfolgten Schreibprozess zu. Zunéchst ist aufféllig, dass
sich der Tinteniibertrag der einzelnen Spitzen teils drastisch unterscheidet, obwohl sie
alle dieselben Spezifikationen aufweisen. Eine mogliche Erklirung dieses Phinomens ist
die ungleichméfige Benetzung der einzelnen Spitzen. Auferdem ist zu erkennen, dass
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Abbildung 6.4: AFM-Héohenbilder der Lipid-Punkt-Probe mit variabler Benetzungszeit ¢z
mit Scanfeldgréfsen von 800 pm. Die drei Probenteile wurden mittels DPN mit Benetzungs-
zeiten von 1,0s, 0,5s beziehungsweise 0,1s geschrieben. Es ist bereits entsprechend der ab-
nehmenden Benetzungszeit der Trend in Schreibreihenfolge abnehmender Lipid-Volumina
zu erkennen. Aufierdem variiert der Tinteniibertrag von Spitze zu Spitze. Bei der zweiten
und siebten Spitze ist dieser deutlich geringer als bei den anderen Spitzen. Die hohe Ge-
nauigkeit bei der Messung der Lipid-Punkte ist anhand des 3D-Zooms in Abbildung
gut nachzuvollziehen, der sich aus der unteren der beiden AFM-Aufnahmen ergibt @\
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Abbildung 6.5: 3D-Visualisierung des bereits in Abbildung dargestellten AFM-
Hohenbilds der Lipid-Punkt-Probe mit variabler Benetzungszeit. Die Regelméfigkeit der
im ersten Probenteil geschriebenen Strukturen ist ebenso zu erkennen wie der geringe
Tinteniibertrag der zweiten und siebten Spitze. Die feine Rauigkeit der Lipid-Punkt-
Oberfldchen konnte durch die AFM-Messung mit 800 pm Scanweite wiedergegeben werden,
was fiir eine hohe Genauigkeit bei der anschliefsenden Volumenanalyse spricht .

die Héhe und zum Teil auch der Durchmesser der geschriebenen DOPC-Punkte von Pro-
benteil zu Probenteil geringer wird. Das Volumen der Punkte des ersten Probenteils, der
mit einer Benetzungszeit von 1s geschrieben wurde, ist um einiges grober als das der
Punkte des dritten Probenteils, der mit einer Benetzungszeit von nur 0,1s erstellt wur-
de. Damit scheint die Benetzungszeit das iibertragene Lipid-Volumen wie erwartet in
starkem Mafse zu beeinflussen. Zudem nehmen Hohe und Durchmesser der Punkte auch
im Verlauf eines einzigen Probenteils ab. Dies kénnte jedoch nicht nur daran liegen, dass
der Tinteniibertrag proportional zu der noch der Spitze anhaftenden Tintenmenge ist,
sondern auch an der Moglichkeit eines zusdtzlichen Einflusses der Wartezeit zwischen
den einzelnen Punkten. Die 3D-Darstellung in Abbildung [6.5] verdeutlicht durch ihre
vergroberte Darstellung der Lipid-Punkte die hohe Genauigkeit bei deren Vermessung
im Zuge der AFM-Aufnahmen aus Abbildung

Eine umfangreiche Auswertung der mit den AFM-Abbildungen einhergehenden Daten
wird in den folgenden Abschnitten durchgefiihrt, um obige Aussagen auch quantitativ
belegen zu konnen. Dabei wird vor allem der Einfluss der Benetzungszeit, der Wartezeit
und die Abweichungen individueller Spitzen untersucht.
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Abbildung 6.6: Schaubild des gesamten Verlaufs der geschriebenen Lipid-Volumina fiir eine
exemplarische Spitze iiber alle Probenteile hinweg und damit fiir alle drei Benetzungszeiten
tp. Dieser zeigt eine insgesamt deutliche Abnahme, die nicht nur unmittelbar nach Verrin-
gerung der Benetzungszeit erfolgt. Beim Ubergang vom zweiten zum dritten Probenteil,
bei dem die Benetzungszeit um 80 % reduziert wird, ist die Abnahme unmittelbar zu er-
kennen, beim Ubergang vom ersten zum zweiten Probenteil mit nur 50 % Benetzungszeit-
Reduzierung erst nach einigen weiteren Punkten. Die Reduzierung betrigt nach den jeweils
ersten 50 Punkten des neuen Probenteils 28,9 % beziehungsweise 54,5 %. Gezeigt sind alle
Probenteile der achten Spitze.

6.3 Ermittlung von Benetzungszeit-Abhangigkeit und
RegelmaBigkeit des DPN-Phospholipid-Ubertrags

Die weitere Auswertung der im Zuge der beiden Large-Scale-AFM-Aufnahmen gewon-
nen Daten wurde mit Hilfe des Open-Source-Programms Gwyddion durchgefiihrt, das
unter anderem Volumenberechnungen nach Auslesen der entsprechenden Hohendaten er-
moglicht. Dazu wurden die einzelnen Punkte des geschriebenen Musters Pixel fiir Pixel
markiert und somit sémtliche Hohendaten ermittelt. Nach der Festlegung eines Referenz-
punktes auf der umliegenden Ebene des abgebildeten Glassubstrats wurde das Volumen
jedes einzelnen Punktes berechnet und die resultierenden Werte der Schreibreihenfolge
entsprechend sortiert, um den zeitlichen Ablauf der Punktvolumina dokumentieren zu
konnen [681|69].

6.3.1 Einfluss der variierenden Benetzungszeit

Zur Untersuchung der Abhéngigkeit der geschriebenen Lipidstrukturen von der Benet-
zungszeit wurden die Volumenverldufe iiber alle drei Probenteile der jeweiligen Spitze
betrachtet. In den Abbildungen und ist der Verlauf iiber alle von der achten
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Abbildung 6.7: Schaubild des Verlaufs der geschriebenen Lipid-Volumina fiir eine exem-
plarische Spitze an den Ubergéingen zwischen einzelnen in Abbildung gezeigten Pro-
benteilen und damit bei Anderungen der Benetzungszeit tp. (a) Bei der Halbierung der
Benetzungszeit von 1,0s auf 0,5s wird die Abnahme des Tintenvolumens erst nach einigen
weiteren geschriebenen Punkten deutlich. Zwischen den beiden Randpunkten ist sogar eine
Zunahme um 0,6 % zu verzeichnen. (b) Bei der noch deutlicheren Abnahme der Benet-
zungszeit von 0,55 auf 0,1s ist die Abnahme des Tintenvolumens sofort zu erkennen und
liegt bei 34,7 % zwischen den Randpunkten. Gezeigt sind die Ubergiinge aller Probenteile

der achten Spitze.
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Spitze geschriebenen Probenteile gezeigt, bei denen die Benetzungszeit bei 1s, 0,5s und
0,1s lag.

Insgesamt ist eine deutliche Abnahme des Tintenvolumens erkennbar, die nicht nur
unmittelbar nach Verringerung der Benetzungszeit auftritt. Zwischen dem zweiten und
dritten Probenteil ist zwar eine deutliche Abnahme des Punktvolumens feststellbar, die
zwischen dem ersten und zweiten Teil jedoch nicht unmittelbar zu erkennen ist. Wahrend
das Volumen des 251. Punktes nur noch 34,7 % desjenigen des vorangegangen Punktes
aufweist, liegt das Volumen des 126. Punktes sogar bei 100,6 % seines Vorgéngers [68,69].

In allen drei Probenteilen ist zudem eine deutliche Abnahme des Volumens im ersten
Drittel mit einem anschliefend nahezu konstanten Niveau zu erkennen. Eine mogliche
Ursache dieses Effekts ist die erh6hte Wartezeit zwischen dem Schreiben einzelner Punk-
te, wie sie bei der Einstellung einer neuen Benetzungszeit und damit beim Ubergang
zwischen zwei Probenteilen auftritt. Eine mit der Benetzungszeitabnahme einhergehende
Volumenabnahme konnte durch das verldngerte Nachflieflen von Tinte ans untere En-
de der DPN-Spitze iiberlagert werden. Die Reduzierung der Benetzungszeit liegt beim
Ubergang zwischen den ersten beiden Probenteilen bei 50 % und beim Ubergang zwi-
schen den letzten beiden Probenteilen sogar bei 80 %. Daher findet die Volumenabnahme
bei letzterem Ubergang unmittelbar nach der Anderung statt und wird nun nicht mehr
durch die zusétzliche Wartezeit beim Wechsel des Probenteils kompensiert.

Um den Einfluss der variierenden Wartezeit im Hinblick auf die Analyse der Be-
netzungszeit- Abhéngigkeit isolieren zu kénnen, soll dieser im Folgenden genauer unter-
sucht werden.

6.3.2 Effekte der variierenden Wartezeit

Zur genaueren Untersuchung der durch punktuelle Variation der Wartezeit auftreten-
den Effekte wurden zunichst die Volumenverliufe fiir jede Spitze und jeden Probenteil
separat betrachtet. In Abbildung sind exemplarisch die nach der Schreibreihenfolge
sortierten Volumina der Lipid-Punkte des mit der ersten Spitze erstellten ersten Proben-
teils und des mit der vierten Spitze geschriebenen dritten Probenteils dargestellt. Der
Verlauf beschreibt zunéchst einen steilen Abfall, bevor er in ein konstantes Plateau tiber-
geht, das jeweils durch die eingezeichnete Regressionsgerade verdeutlicht wird. Wahrend
beispielsweise das Verhéltnis zwischen Startvolumen und Plateauvolumen von Spitze zu
Spitze und von Probenteil zu Probenteil variieren kann, ist allen Schaubildern der cha-
rakteristische Knick nach etwa 50 von insgesamt 125 geschriebenen Punkten gemein.
Dieser wird mittels der gestrichelten Geraden in den Schaubildern hervorgehoben. Eine
mogliche Interpretation des ermittelten Volumenverlaufs ist die Existenz einer Relation
zwischen Tinteniibertrag und an der Spitze haftender Tintenmenge. Damit ist jedoch
nicht die gesamte Tintenmenge gemeint, sondern diejenige, die sich am untersten Ende
der Spitze befindet und auch von der Wartezeit zwischen dem Schreiben der einzelnen
Punkte abhéngt. Dies wiirde erklaren, warum der verstarkte Tintentransport zu Beginn
jedes Probenteils zu beobachten ist und nicht nur beim allerersten.

Diese Vermutung wird auch durch das in der Abbildung dargestellte Schaubild des
Volumenverlaufs des mit der vierten Spitze geschriebenen ersten Probenteils bestétigt.
Nach dem 25., 50., 75. und 100. Punkt ist stets ein kurzzeitiger Anstieg des Volumens zu
erkennen, der durch die eingezeichneten Pfeile verdeutlicht wird. Diese Punkte markie-
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Abbildung 6.8: Schaubild des Verlaufs der geschriebenen Lipid-Volumina in exemplarischen
Probenteilen, in denen stets ein charakteristisches Muster erkennbar ist. Nach einem steilen
Abfall im Bereich der ersten beiden Felder eines jeden Probenteils pendeln die Volumina
innerhalb der iibrigen drei Felder um ein konstantes Niveau herum, wobei sich der Ubergang
zwischen beiden Bereichen um den 50. Punkt herum befindet. Gezeigt sind (a) der erste
Probenteil der ersten Spitze, sowie (b) der dritte Probenteil der vierten Spitze.
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Abbildung 6.9: Schaubild des detaillierten Verlaufs der geschriebenen Lipid-Volumina in
einem exemplarischen Probenteil, in dem ein zuséitzliches charakteristisches Muster er-
kennbar ist. Im Anschluss an jedes der geschriebenen Felder innerhalb eines Probenteils ist
ein kurzzeitiger Anstieg des Lipid-Volumens bemerkbar (Pfeile). Die Ursache hierfiir ist die
punktuell von 0,5s auf 2s erhohte Wartezeit. Der bereits erlauterte steile Abfall zu Beginn
des Probenteils resultiert aus der erhéhten Wartezeit ¢y, von 15-20s. Im letzten Feld ist
ein zusatzlicher Anstieg des iibertragenen Volumens zu erkennen, der durch einen nach-
laufenden Tropfen oder Probenheterogenititen verursacht worden sein kénnte. Gezeigt ist
der erste Probenteil der vierten Spitze.

ren gerade die Uberginge zwischen den einzelnen Feldern des jeweiligen Probenteils, an
denen die Wartezeit im Vergleich zu den restlichen Punkten - abgesehen vom allerersten
Punkt jedes Probenteils - mit etwa 2s statt 0,5s erhdht ist und sich somit der ange-
stellten Vermutung geméfs mehr Tinte im unteren Bereich der Spitze ansammeln kann.
Vor dem Schreiben eines neuen Probenteils ist die Wartezeit mit 15s bis 20 s nochmals
deutlich héher, so dass deren Auswirkungen zu aller erst sichtbar werden [68,69).

Diese Ergebnisse sind konsistent mit den anhand der Abbildungen[6.6]und gestell-
ten Interpretationen. Ein verstirktes Nachfliefen von Tinte wihrend der zu Beginn jedes
Probenteils punktuell erhéhten Wartezeit kann eine gleichzeitige Verringerung der Be-
netzungszeit ganz oder zumindest teilweise kompensieren. Um diesen Effekt im Hinblick
auf die Analyse der Benetzungszeit-Abhingigkeit bestmoglich zu minimieren, wurden
bei der weiteren Auswertung die ersten 50 Punkte eines jeden Probenteils nicht mehr
beriicksichtigt, sondern nur noch die Volumina des konstanten Niveaus [68}69).
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Abbildung 6.10: Schaubild der Mittelwerte der geschriebenen Lipid-Volumina aller Spitzen
und Probenteile und damit aller Benetzungszeiten ¢ 5. Die jeweils ersten 50 Punkte wurden
nicht berticksichtigt, da deren Volumina aufgrund der verlangerten Wartezeit erhhte Wer-
te besitzen. Die Mittelwerte fiir die mit 1,0, 0,5s und 0,1 s Benetzungszeit geschriebenen
Probenteile liegen bei 17,21, 8,9l und 3,0l. Gerade der letzte Wert ist fiir die Annahme ei-
nes proportionalen Zusammenhangs zwischen iibertragenem Tintenvolumen und gewé&hlter
Benetzungszeit etwas zu hoch.

6.3.3 Quantitative Auswertung der Benetzungszeit-Abhingigkeit des
tibertragenen Volumens

Zur quantitativen Erfassung des in die geschriebenen Punkte {ibertragenen Lipid-Volu-
mens wurden fiir die drei zu den unterschiedlichen Benetzungszeiten zugehorigen Pro-
benteile zun#chst fiir jede Spitze separat und anschliefsend fiir alle Spitzen zusammen
die jeweiligen Mittelwerte der Volumina berechnet und in Abbildung in einem ge-
meinsamen Schaubild dargestellt. Dabei wurden wie bereits erwdhnt nur die Punkte
51 bis 125 des konstanten Niveaus nach Abklingen des durch die Wartezeit zwischen
den Probenteilen verursachten, erhdhten Tinteniibertrags beriicksichtigt. Die Wartezeit
zwischen den einzelnen Punkten héngt nicht von der gewdhlten Benetzungszeit, sondern
von der lateralen Verschiebung und vor allem vom vertikalen Sicherheitsstellweg ab, der
in der Regel grofer ist als die seitliche Translation. Beide Parameter wurden fiir alle
drei unterschiedlichen Benetzungszeiten konstant gehalten, weshalb auch die Wartezeit
als konstant anzusehen ist.

Fiir den ersten Probenteil mit einer Benetzungszeit von 1s ergab sich ein durch-
schnittliches Lipid-Punkt-Volumen von 17,2 4+ 6,91, fiir den mit 0,5s Benetzungszeit
geschriebenen zweiten Teil ein Durchschnittsvolumen von 8,9 £ 3,8 fl und fiir den dritten
mit einer Benetzungszeit von 0,1s erstellten Probenteil ein mittleres Volumen von 3,0
+ 1,61 [68,69]. Die Mittelwerte der jeweiligen Probenteile sind in Abbildung als
waagerechte Gerade dargestellt.
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Der Verlauf der Mittelwerte weist auf eine Proportionalitit zwischen dem iibertrage-
nen Punktvolumen und der Benetzungszeit hin. Bei einem durchschnittlichen Volumen
von 17,21l im ersten Probenteil wiren bei den mit auf 50 % bzw. auf 10 % reduzierter
Benetzungszeit geschriebenen Probenteilen dementsprechend Durchschnittswerte von
8,61 bzw. 1,7l zu erwarten. Wahrend diese Forderung fiir den zweiten Probenteil fast
exakt erflllt wird, ist der Mittelwert des dritten Bereichs um etwa 75 % zu grof. Die-
ses Messergebnis steht jedoch nicht im unmittelbaren Widerspruch zum angenommenen
proportionalen Zusammenhang, da die tatsdchliche Benetzungszeit stets etwas groker ist
als die eingestellte Benetzungszeit. Dies liegt daran, dass zusétzlich zu der Zeit, wihrend
derer sich die Spitze in Ruhe und in direktem Kontakt zur Probenoberfliche befindet,
nochmals eine Zeitspanne hinzukommt, wihrend der die Spitze bis zu ihrer Endposi-
tion auf der Oberflache angendhert wird und dabei bereits Tinte iibertrdgt. Da diese
Anndherungszeit im Bereich von wenigen Zehntelsekunden liegt, ist ihr Einfluss bei ei-
ner reinen Benetzungszeit von 0,1s am deutlichsten wahrnehmbar und das gemessene
Durchschnittsvolumen an dieser Stelle erhdht.

tp (s) ‘ V ()
10 | 17,2
0,5 8,9
0,1 3,0

Tabelle 6.1: Durchschnittliches Volumen V' der mittels DPN {ibertragenen Lipid-Punkte
fiir unterschiedliche Benetzungszeiten tp.

Wird unter Beriicksichtigung dieser zusdtzlichen Benetzung allgemeiner von einer li-
nearen, statt von einer proportionalen Abhéngigkeit zwischen Tinteniibertrag V und
Benetzungszeit tp ausgegangen, ergibt sich zwischen ihnen der Zusammenhang

V=k -tg+ W (tg > 0), (6.1)

wobei die Flussrate k = 15,840, 5fl/s und das von der zusétzlichen Benetzung wihrend
der Spitzenanndherung verursachte Mindestvolumen Vp = 1,3 £ 0,31l bei Verwendung
von DOPC als Tinte bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 35 % Giiltigkeit besitzen.

Die im folgenden Abschnitt thematisierte Unregelméfigkeit im Tinteniibertrag ver-
schiedener Spitzen ist bereits in Abbildung zu erkennen, weshalb zusétzlich die
Flussraten der Spitzen mit minimalem und maximalem Tintentransport separat er-
mittelt wurden. Diese liegen bei k = 6,9 £ 0,4fl/s fiir die zweite Spitze und bei
k =20,1+2,61/s fiir die achte Spitze. Fiir die einzelnen Spitzen wurde hierfiir wieder-
um eine lineare Abhéngigkeit angenommen. Dieser Ansatz ist gerechtfertigt, da trotz
der starken Schwankungen zwischen verschiedenen Spitzen das Verhéltnis der drei Mit-
telwerte einzelner Spitzen mit Ausnahme der vierten Spitze jeweils gewahrt ist. Die
Abhéngigkeit der Flussrate von der Spitzenbenetzung und der Luftfeuchtigkeit konnte
Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen sein.
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Abbildung 6.11: Schaubild der Mittelwerte und Standardabweichungen der Lipid-Volumina
des ersten, mit einer Benetzungszeit ¢t g von 1,0s geschriebenen Probenteils fiir alle Spitzen.
Die jeweils ersten 50 Punkte wurden nicht beriicksichtigt, da deren Volumina aufgrund der
verldngerten Wartezeit erhhte Werte besitzen. Die Durchschnittswerte der zweiten und
siebten Spitze weichen vom Mittelwert aller Spitzen am weitesten nach unten, die der achten
und neunten Spitze am weitesten nach oben ab. Die zweite Spitze weist beziiglich ihrem
Mittelwert die grofite prozentuale Standardabweichung auf, die achte Spitze die kleinste.

6.3.4 Quantitative Auswertung der Regelmiligkeit des iibertragenen
Volumens

Im ersten Probenteil, der mit einer Benetzungszeit von 1s geschrieben wurde und des-
sen statistische Auswertung in Abbildung dargestellt ist, weist die achte Spitze
mit 6,6 % die geringste relativ zum Mittelwert ausgedriickte Standardabweichung auf,
wihrend die zweite Spitze mit 21,0 % die grofite Abweichung liefert. Selbst in der zu-
gehorigen AFM-Aufnahme in der Abbildung ist zu erkennen, dass die zweite Spitze
zusammen mit der siebten Spitze die geringsten Punktvolumina iibertragen hat. Mog-
licherweise ist also die schlechte Benetzung der Spitze beim Dipping-Prozess vor dem
eigentlichen Schreibvorgang die Ursache fiir die vergleichsweise grofsen Unregelméfig-
keiten. Im Durchschnitt aller Spitzen ergibt sich eine Standardabweichung von 11,2 %.

Diese Tendenz setzt sich auch in den anderen beiden Probenteilen fort, die mit Be-
netzungszeiten von 0,58 und 0,1s erstellt wurden. Im zweiten Probenteil, dessen Aus-
wertung in Abbildung gezeigt ist, liegt die geringste Standardabweichung bei 7,2
% bei der elften Spitze, wihrend die grokte Standardabweichung von 29,7 % wieder von
der zweiten Spitze verursacht wurde. Die durchschnittliche Standardabweichung liegt
bei 12,7 %. Im dritten Probenteil, dessen statistisch relevante Volumenparameter in
Abbildung gezeigt sind, weist wiederum die achte Spitze mit 7,2 % die geringste
Standardabweichung auf, wihrend die zweite Spitze mit 29,6 % wieder die grofte Ab-
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Abbildung 6.12: Schaubild der Mittelwerte und Standardabweichungen der Lipid-Volumina
des zweiten, mit einer Benetzungszeit tp von 0,5s geschriebenen Probenteils fiir alle Spit-
zen. Die jeweils ersten 50 Punkte wurden nicht beriicksichtigt, da deren Volumina aufgrund
der verlangerten Wartezeit erhhte Werte besitzen. Die Durchschnittswerte der zweiten
und siebten Spitze weichen vom Mittelwert aller Spitzen am weitesten nach unten, die der
achten Spitze am weitesten nach oben ab. Die zweite Spitze weist beziiglich ihrem Mittel-
wert erneut die grofste prozentuale Standardabweichung auf, wihrend die elfte Spitze die
kleinste besitzt.

weichung besitzt. Im Durchschnitt aller Spitzen liegt die Standardabweichung erneut
bei rund 12,8 % [68./69].

Es ist demnach nur ein leichter Anstieg der Abweichungen zwischen dem ersten und
zweiten Probenteil zu erkennen, wihrend sie im dritten Probenteil fast dieselben Werte
aufweisen. Demzufolge ist keine Abhéngigkeit der Regelméfigkeit des Tinteniibertrags
von der gewdhlten Benetzungszeit beim Schreiben festzustellen. Es ist lediglich erkenn-
bar, dass die Abweichungen mit allgemein steigendem Tinteniibertrag und damit auch
mit der Benetzungszeit sehr geringfiigig abnehmen.

Bereits in Abbildung war zu erkennen, dass es groke Unregelméfbigkeiten im
Tinteniibertrag zwischen den einzelnen Spitzen gibt. Da fiir die drei Probenteile durch-
schnittliche Lipid-Punkt-Volumina von 17,2 4+ 6,911, von 8,9 4+ 3,8 fl und von 3,0 + 1,6l
ermittelt wurden, liegen die relativen Standardabweichungen bei der Betrachtung aller
Spitzen bei 40,1 % fiir den ersten, 42,5 % fiir den zweiten und 52,2 % fiir den dritten
Probenteil. Im Verhiltnis sind demnach in jedem der drei Probenteile die Standardab-
weichungen vom Gesamtmittelwert aller Spitzen deutlich grofer als die Abweichungen
von den jeweiligen Spitzenmittelwerten. Durch das Schreiben mit mehreren statt mit nur
einer Spitze erhoht sich die prozentuale Standardabweichung demnach durchschnittlich
von 12,2 % auf 44,9 %.

Es ist zu konstatieren, dass die statistischen Unregelméfigkeiten im Schreibprozess
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Abbildung 6.13: Schaubild der Mittelwerte und Standardabweichungen der Lipid-Volumina
des dritten, mit einer Benetzungszeit t g von 0,1 s geschriebenen Probenteils fiir alle Spitzen.
Die jeweils ersten 50 Punkte wurden nicht beriicksichtigt, da deren Volumina aufgrund der
verlangerten Wartezeit erhohte Werte besitzen. Die Durchschnittswerte der ersten, zweiten
und siebten Spitze weichen vom Mittelwert aller Spitzen am weitesten nach unten, die
der achten Spitze am weitesten nach oben ab. Die zweite Spitze weist beziiglich ihrem
Mittelwert wiederum die grofite prozentuale Standardabweichung auf, die achte Spitze die
kleinste.

ip (S) ‘ (AV/V)S.Spitze (%) ‘ (AV/V)2.sz'tze (%) ‘ (AV/V)med (%)

1,0 6,6 21,0 11,2
0,5 7,2 29,7 12,7
0,1 7,2 29.6 12,8

Tabelle 6.2: Minimale, maximale und durchschnittliche Abweichungen vom jeweiligen
Durchschnittsvolumen (AV/V)s spitze, (AV/V)2 spitze und (AV/V),eq der mittels DPN
iibertragenen Lipid-Punkte fiir unterschiedliche Benetzungszeiten tp bei Betrachtung ein-
zelner Spitzen.

tp (S) ‘ (AV/V)med,ges (%)

1,0 40,1
0,5 42,5
0,1 52,2

Tabelle 6.3: Durchschnittliche Volumenabweichungen (AV/V);ed,4es der mittels DPN
iibertragenen Lipid-Punkte fiir unterschiedliche Benetzungszeiten tp bei Betrachtung aller
Spitzen.



6.4 Zusammenfassung

nicht von der Benetzungszeit beim eigentlichen Schreibvorgang, wohl aber vom Benet-
zungsverhalten der einzelnen Spitzen beim zuvor erfolgenden Dipping-Prozess abhingen.
Durch die unterschiedliche Menge anfangs aufgenommener Tinte kann der Volumen-
iibertrag verschiedener Spitzen in starkem Mafe variieren. Die relativen Schwankungen
im Volumeniibertrag zwischen den Punktabfolgen verschiedener Spitzen sind deshalb
deutlich grofser als zwischen den Punkten derselben Spitze. Zudem nehmen die Unre-
gelmifigkeiten einer einzelnen Spitze bei verringertem Tintentransport geringfiigig zu,
der durch schlechte Benetzung beim Dipping oder eine kiirzere Benetzungszeit beim
Schreiben zu Stande kommen kann.

Es existieren bereits diverse Ansétze zur Vermeidung der inhomogenen Spitzenbenet-
zung. Es konnte eine chemische Vorbehandlung der Spitzen zur verbesserten Tinten-
aufnahme oder der Einsatz von Spitzen mit einer innen liegenden, fiir die Tintenzufuhr
zustandigen Kapillare erfolgen. Letztere als Fountain-Pens bezeichnete Spitzen befinden
sich jedoch noch in der Entwicklung.

6.4 Zusammenfassung

Zur quantitativen Untersuchung des bei der DPN iibertragenen Tintenvolumens anhand
grobflichig und mit unterschiedlichen Benetzungszeiten geschriebener, punktférmiger
Lipidstrukturen eignete sich das in dieser Arbeit entwickelte AFM-System insbesondere
aus zwei Griinden. Neben der mit allen AFM mdéglichen Ermittlung topographisch quan-
titativer Ergebnisse konnte beim Large-Scale-AFM-System zusétzlich auf einen Messbe-
reich von 800 pm x 800 pm zuriickgegriffen werden. Somit konnten alle 4125 geschrie-
benen Punkte mit nur zwei Aufnahmen abgebildet werden, anstatt mit mindestens 64
Aufnahmen bei der Verwendung eines 100 pm-Scanners eines konventionellen AFM. Da-
durch wurde nicht nur die statistische Aussagekraft, sondern auch die Messgenauigkeit
erhoht, da sdmtliche Strukturen mit vergleichbarer Beschaffenheit des Cantilevers und
vergleichbarer Luftfeuchtigkeit abgebildet werden konnten, die einen grofen Einfluss auf
die Gestalt der Lipidstrukturen besitzt.

Bei der Auswertung der Messergebnisse wurde festgestellt, dass sich nach einer beim
Schreibvorgang auftretenden Wartezeit erst nach einer stets &hnlichen Anzahl von Punk-
ten ein konstantes Tintenvolumen und zuvor ein erhdhtes und gleichsam abfallendes
Volumen ergab. Bei der weiteren Auswertung wurden daher nur die Punkte dieses kon-
stanten Niveaus beriicksichtigt. Der Einfluss der Benetzungszeit auf das Tintenvolumen
war deutlich erkennbar und folgte einem linearen Zusammenhang. Bei der beim Schreib-
prozess vorherrschenden Luftfeuchtigkeit von 35 % wurden DOPC-Tintenvolumen von
17,211, 8,91l und 3,0l bei 1s, 0,55 beziehungsweise 0,1 s Benetzungszeit iibertragen. Die
prozentualen Abweichungen der Punktvolumina innerhalb der einzelnen am Schreibvor-
gang beteiligten Spitzen lagen bei 12 % und waren iiber den gesamten Schreibvorgang
hinweg nahezu konstant. Die Abweichungen der Punktvolumina verschiedener Spitzen
waren mit etwa 45 % deutlich grofer. Demnach ist das unterschiedliche Benetzungsver-
halten der einzelnen Spitzen verantwortlich fiir die gréfsten Schwankungen beim Tinten-
iibertrag. Dieser Aspekt der Lithographie kénnte durch eine chemische Vorbehandlung
der Spitzen in seinen Ausmafen eingegrenzt werden. Eine Abhéngigkeit der Regelmi-
Bigkeit des Tintentransports von der gewahlten Benetzungszeit konnte nicht festgestellt
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werden. Die Wartezeitabhéngigkeit des Tintenvolumens konnte ermittelt werden und
kénnte zukiinftig durch entsprechende Programmierung beim Schreibvorgang beriick-
sichtigt werden. Damit sollte es zusammen mit einer chemischen Konditionierung der
Schreibspitzen gelingen ein wesentlich homogeneres und vorhersehbareres Schreibergeb-
nis bei der Dip-Pen-Nanolithographie zu erreichen.
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7 Herstellung sterisch ideal zuganglicher
Nano-Sonden mit hoher
Nachweisempfindlichkeit -
Nano-Analytik mit dem
Large-Scale-AFM

Nanosensoren sind meist kiinstlich hergestellte, oftmals jedoch auf biologischen Vorbil-
dern beruhende Nanostrukturen, die Informationen iiber eine jeweilige Gattung von Na-
nopartikeln liefern sollen und die in der Anwendung vornehmlich aber nicht ausschliefs-
lich medizinischen Zwecken dienen. Da in den letzten Jahren vermehrt Verfahren mit
substratassoziierten, bioaktiven Molekiilen zur simultanen Detektion verschiedener Tar-
gets wie unterschiedlicher Krankheitserreger- oder Schadstoff-Typen eingesetzt wurden,
kommt der Herstellung nanoskaliger Nukleationszentren zur ortsselektiven Anbindung
solcher Detektor-Molekiile eine Schliisselrolle zu. Dariiber hinaus gibt es Bestrebungen
die Immobilisierung der Detektor-Molekiile auch hinsichtlich ihrer rdumlichen Positio-
nierung zu optimieren. Durch deren Priparation auf annidhernd senkrecht stehenden
Distanzstiicken wére ihre Funktionalitdt durch ihre dortige konformative Freiheit maxi-
miert und es kdnnten sterisch optimal zugingliche Nano-Sonden realisiert werden, was
eine Erhohung von Sensitivitit und Flachenausnutzung, sowie die Minderung unspezi-
fischer Wechselwirkungen mit dem Substrat zur Folge hitte.

In dieser Arbeit wurde ein Verfahren zur ortsselektiven Anbindung und vertikalen
Aufrichtung eines solchen im Folgenden als Trigersystem bezeichneten Distanzstiicks
realisiert. Unter Kombination zahlreicher Préparationsverfahren zur Realisierung von
Kopplung und notwendiger Strukturbildung wurden dazu DNA-basierte Anker- und
Trégersysteme, sowie eine polymerbasierte Nanolithographie und ein Mechanismus zur
Schichtdickenverstirkung genutzt.

7.1 ldee: Tragersysteme fiir Nano-Sonden durch Anbindung
und Aufrichtung von TMV auf Oberfldchen

Um bioaktive Molekiile zur Detektion unterschiedlichster Target-Typen wie in Abbil-
dung gezeigt zur Minderung sterischer Einfliisse, unspezifischer Wechselwirkungen
und vor allem konformativer Einschrankungen in moglichst grofser Entfernung zum Sub-
strat immobilisieren zu kénnen, bedarf es der Auswahl und Synthese mafsgeschneiderter
nanoskaliger Bauteile.

Das als Distanzstiick fungierende Tragersystem hat zur Erfiillung seiner Funktion eine
stibchenformige Gestalt, sowie eine hohe chemische Modifizierbarkeit seiner Oberflache
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Ortsselektive Adressierbarkeit und
sterisch ideale Zuganglichkeit
bioaktiver Molekiile

Abbildung 7.1: Idee zur Herstellung ortsselektiv adressierbarer und zugleich sterisch ideal
zugdnglicher Nano-Sonden-Systeme mit hoher Nachweisempfindlichkeit. Bioaktive Mole-
kiile (rot) zur Detektion unterschiedlichster Target-Typen konnten durch ein geeignetes
Tragersystem (hellblau) in grofer Entfernung zum Substrat platziert werden, um durch ih-
re dort vorhandene konformative Freiheit die Sensitivitit und die Flichenausnutzung des
Detektionsverfahrens zu erhchen. Das als Distanzstiick fungierende Tragersystem kénnte
dabei nach einseitiger Substrat-Fixierung von einer Lochschicht mafigeschneiderter Tie-
fen und Durchmesser in vertikaler Position gehalten werden. In dieser Arbeit wurden mit
Tabakmosaikviren als Tragersystem experimentiert, die durch DNA-Hybridisierung mit
substratgebundenen Oligonukleotiden (dunkelblau) angekoppelt und durch nanolithogra-
phisch erzeugte substratkonsumierende metallorganische Schichten (SCMOL)(orange) auf-
gerichtet werden sollten.

aufzuweisen. In dieser Arbeit wurden hierzu in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe
von Herrn Prof. Holger Jeske und Frau Prof. Christina Wege aus der Abteilung Mo-
lekularbiologie und Virologie der Pflanzen des Biologischen Instituts der Universitét
Stuttgart Derivate des Tabakmosaikvirus (TMV) eingesetzt, die mit ihrer starren tubu-
laren Gestalt wohldefinierter Abmessung und ihrer genetisch modifizierbaren Protein-
Oberfléche ein ideales Trégersystem darstellen. Die Herausforderung liegt in der Anbin-
dung und vor allem in der Aufrichtung der Biotemplate durch geeignete lithographische
Mechanismen.

Das Ankersystem wurde durch die Verwendung von als DNA-Linker bezeichneten,
oberflichenfixierten Oligonukleotiden realisiert, deren Basensequenz zu jener des An-
fangsabschnitts der TMV-RNA komplementér ist. Nach der Anbindung der DNA-Linker
auf dem Substrat ist durch Hybridisierung von TMV-RNA und anschliefsender Assem-
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7.1 Idee: Tragersysteme fiir Nano-Sonden durch Anbindung und Aufrichtung von TMV

blierung von Hiillproteinen eine direkte und ortsselektiv steuerbare Priparation der
TMV-Virionen auf der Oberflache mit einseitiger Ortsfixierung moglich.

Zur Aufrichtung der TMV wurde eine mafigeschneiderte metallorganische Lochmas-
ke nanolithographisch erzeugt, in deren Locher die stdbchenformigen Virionen nach
ihrer Assemblierung bedingt durch die sie umgebende Struktur nahezu aufrecht ste-
hen sollten. Bei einer TMV-Léange von 135nm sind dazu Locher mit Durchmessern von
héchstens 50 nm und Tiefen von 50 nm bis 100 nm notwendig. Mit der als Polymerblend-
Lithographie (PBL) bezeichneten phasenseparationsinduzierten Herstellung diinner Me-
tall-Lochmasken konnen solch kleine Durchmesser bei spezieller Prozessfithrung erzielt
werden. Da die erreichbaren Schichtdicken der Metallfilme bei diesem Verfahren auf etwa
25 nm limitiert sind, wurde ein anschlielendes Wachstum einer substratkonsumierenden
metallorganischen Schicht (SCMOL) eingesetzt. Bei diesem Prozess kann unter Erhal-
tung lateraler Strukturen eine Schichtdickenverstdrkung von bis zum Faktor 20 erreicht
werden kann. Die DNA-Linker sind ebenso wie die TMV innerhalb dieser Locher zu pra-
parieren, wobei das SCMOL-Wachstum auch als letzter Praparationsschritt eingesetzt
werden konnte, um diesen Mechanismus zur Aufrichtung der Virionen nach dem Prinzip
eines Wagenhebers zu nutzen.

Da die Praparation von TMV sehr zeitaufwindig ist, wurde mit der Verwendung von
mit DNA-Linkern versehenen Goldkolloiden ein alternatives, als Vorstufe fiir die Viren-
Aufrichtung anzusehendes Konzept mit schnellerer Préparationsméglichkeit verfolgt, um
zunéchst eine auf DNA-Hybridisierung basierende, ortsselektive Immobilisierung von
Nanopartikeln zu realisieren.

Zur Herstellung der mafigeschneiderten Lochmasken sowie zur Realisierung der DNA-
basierten Kopplung war die Kombination zahlreicher Priparationsverfahren notwen-
dig. Es wurden die Verfahren Polymerblend-Lithographie, SCMOL-Schichtdickenver-
stdrkung, DNA-Linker-Priparation, DNA-Goldkolloid-Préiparation und Viren-Assem-
blierung eingesetzt, die sich wiederum mitunter aus der Anwendung einer Vielzahl sepa-
rater Préparationstechniken zusammensetzen und im néchsten Abschnitt erldutert
werden. Nach der Demonstration der Funktionalitit und Sensitivitdt des Large-Scale-
AFM in nanoskaligen Dimensionen anhand der Untersuchung mittels PBL strukturierter
SAMs in Abschnitt wurde in Abschnitt eine Analyse mittels PBL hergestellter
Metall-Lochmasken durchgefiihrt, da zu deren Herstellung mit besonders kleinen Loch-
durchmessern von bis hinab zu 50 nm die Lithographie-Methode in ihrem Grenzbereich
betrieben und daher in ihren Préparationsparametern optimiert werden musste. In Ab-
schnitt wurden Untersuchungen zur Kompatibilitit der zahlreichen Einzelverfahren
hinsichtlich der Vertauschung ihrer Reihenfolge und des Austauschs chemischer Kompo-
nenten durchgefiihrt. In den Abschnitten [7.6] und [7.7] wurden zunéchst die ortsselektive,
DNA-gekoppelte Anbindung von Goldkolloiden und anschlieRend dariiber hinaus die
zusitzliche senkrechte Aufrichtung von TMV-Derivaten demonstriert. Da im Zuge der
Entwicklung dieser Lithographie-Methode zudem entdeckt wurde, dass sich SCMOL-
Schichten aus Mercaptohexanol-Molekiilen mit nur einer statt wie bisher mindestens
zwei Thiolgruppen bilden lassen, wurde deren Wachstum in Abschnitt naher quanti-
fiziert. Die Untersuchungen der Abschnitte [7.4) und [7.5] wurden im Zusammenhang mit
der Bachelorarbeit von Herrn Joel Cramer durchgefiihrt [80].
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7.2 Methoden der Probenpraparation

Zur Herstellung von Tragersystemen fiir ortsselektiv adressierbare und sterisch ideal zu-
gangliche Nano-Sonden mit hoher Nachweisempfindlichkeit sind eine Vielzahl préparati-
ver Verfahren zur Realisierung von Kopplung und notwendiger Strukturbildung zu kom-
binieren und aufeinander abzustimmen. Zur Herstellung der mafigeschneiderten Loch-
magke wurden Polymerblend-Lithographie und SCMOL-Schichtdickenverstirkung ein-
gesetzt. Fiir die Realisierung des Ankersystems kam die DNA-Linker-Priparation zum
Einsatz. Mittels Viren-Assemblierung beziehungsweise DNA-Goldkolloid-Praparation
wurden abschiefsend die jeweiligen Trigersysteme prapariert.

7.2.1 Polymerblend-Lithographie (PBL)

Bei der Polymerblend-Lithographie (PBL) handelt es sich um ein Verfahren zur Erzeu-
gung lochriger, ultradinner Schichten, deren Struktur durch einen zuvor préparierten
und seriell entfernten Polymerblend erreicht wird. Mit dieser auf Selbstorganisation ba-
sierenden Technik lassen sich sowohl SAMs als auch Metalle strukturieren. Die Loch-
durchmesser und -tiefen lassen sich durch verénderte Prozessfiihrung iiber einen weiten
Bereich variieren [81]. Fiir die in dieser Arbeit durchgefiithrte Probenstrukturierung soll-
ten Metallmasken mit einer Dicke von etwa 10 nm und extrem kleinen Lochdurchmessern
von bis hinab zu 50 nm hergestellt und das Verfahren daher in seinem Grenzbereich be-
trieben werden. Das Verfahren stellt eine Kombination aus Phasenseparation und PVD-
Verfahren dar und gliedert sich in vier, in Abbildung [7.2[a)-(d) gezeigte Einzelschritte.

Nach erfolgter Snowjet-Reinigung des Siliziumsubstrats entsteht bei der Phasensepa-
ration eines PS-PMMA-Polymerblends wéhrend des Spincoating-Verfahrens bei geeigne-
ter Polymerldsung und Umgebungsbedingungen eine laterale Morphologie aus PS-Inseln
in einer PMMA-Matrix. Der Durchmesser der PS-Bereiche bestimmt den Durchmesser
der Locher des spiteren Metallfilms und ist {iber einen gewissen Grofenbereich verteilt.
Um Lochdurchmesser unter 100 nm zu erhalten, ist nach der in unserer Arbeitsgrup-
pe angefertigten Diplomarbeit von Frau Maryam Haghighi eine Lésung von PS und
PMMA in MEK notwendig, bei der die Molekulargewichte jeweils 10000 g/mol, das
Mischungsverhéltnis 3:7 und die Konzentration 15mg/ml betragen. Beim Spincoating-
Prozess kommt es erst im Endstadium der Filmbildung bei etwa 1-2 um Schichtdicke zu
einer lateralen Entmischung der Polymerkomponenten. Die Schichtdicke hangt dabei von
der Rotationsgeschwindigkeit ab, die fiir die gewiinschte Lochgréfse 1500 U/min betragen
muss, wihrend die relative Luftfeuchtigkeit im Bereich von 40 % zu liegen hat [82]. All-
gemeinere Untersuchungen der mit Parameterdnderung variierenden Polymermorpholo-
gien wurden von Frau Jin Jihong in unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrt [81,83].

Der zweite Prozessschritt ist durch das selektive Losen der PMMA-Komponente wih-
rend eines Waschprozesses in Essigsdure gegeben. Dabei wird die Probe jeweils dreimal
fiir etwa 10s in einem mit Essigsiure gefiillten Becherglas geschwenkt und anschlieiend
mit einem Stickstoffstrahl getrocknet. Der letzte Durchgang findet zur Erhéhung der
Reinheit stets in einem separaten Becherglas statt.

Anschliefsend werden die auf dem Substrat verbliebenen PS-Tropfen mit einer diin-
nen Metallschicht durch Elektronenstrahlverdampfen beschichtet. Die Schichtdicke wird
durch die Dauer des Aufdampfprozesses bestimmt und kann daher im Prinzip frei ge-
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7.2 Methoden der Probenpréparation

(a) Phasenseparation (b) Selektives Losen

(c) Metallbedampfung (d) Lift-Off

Abbildung 7.2: Schematischer Prozessverlauf der Polymerblend-Lithographie bestehend
aus Phasenseparation beim Spincoating-Verfahren, selektivem Losen, Metallbedampfung
und einem Lift-Off-Prozess mittels Snowjet-Reinigung. Die Selbstorganisation von Polyme-
ren wird zur grofflichigen Strukturierung von Metall-Lochmasken genutzt. PS (hellgriin),
PMMA (dunkelgriin), Metall (rotbraun).

wahlt werden. Sie sollte jedoch aufgrund von Kérnerbildung eine gewisse Hohe nicht
unter-, sowie eine bestimmte Ho6he nicht iiberschreiten, um die linsenférmige Gestalt
der PS-Inseln optimal zu nutzen. Die iiberhdngende Struktur der Polymer-Inseln er-
moglicht ein perfektes Ergebnis fiir Schichtdicken bis etwa zur halben Linsenhohe, da
sich hierbei eine unterbrochene Metallschicht einstellt und die Polymere anschlieffend
riickstandslos entfernt werden kénnen. Da die PS-Inseln eine durchschnittliche Héhe von
etwa 50 nm aufweisen, wurde die Dicke des jeweiligen Metallfilms bei 12 nm gewéhlt. Sie
lag damit auch im Bereich der in einem anderen Verfahren hinzugefiigten Goldkolloide,
die einen Durchmesser von 10 nm besitzen. Es wurden Kupfer-, Silber- und Goldfilme
aufgedampft, wobei fiir die beiden letzten Elemente zuvor eine 1nm dicke Haftver-
mittlerschicht aus Titan benotigt wurde. Aufgrund der hohen Temperaturen bei der
Metallbedampfung ist die Dauer des Prozesses zu begrenzen, um einen Schmelzprozess
der PS-Inseln zu verhindern. Kupfer- und Silber-Lochmasken haben den Vorteil, dass
auf ihnen ein anschliefendes SCMOL-Wachstum erfolgen kann. Goldschichten sind auf-
grund ihrer Robustheit zu bevorzugen, wenn im Anschluss mit Puffer-Losungen oder
Siuren gearbeitet wird.

Im vierten und letzten Schritt wurde mit den PS-Inseln auch die zweite Polymerkom-
ponente von der Probe durch das Snowjet-Verfahren entfernt, wodurch die gewiinschte
16chrige Metallschicht fertig gestellt wurde.
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7.2.2 SCMOL-Schichtdickenverstarkung

Bei der SCMOL-Schichtdickenverstdrkung handelt es sich um ein Verfahren zur Erho-
hung der Schichtdicke diinner metallischer Filme durch den sukzessiven Einbau Thiol-
terminierter, organischer Molekiile, bei dem wie in Abbildung [7.3] gezeigt eine laterale
Vorstrukturierung des Films erhalten bleiben kann.

(a) Nanostrukturierte Metallschicht als Aus- (b) Nanostrukturierte SCMOL mit erh6hter
gangssubstrat Schichtdicke

Abbildung 7.3: Schematischer Prozessverlauf der SCMOL-Schichtdickenverstirkung eines
vorstrukturierten Metallfilms durch Immersion in eine Losung Thiol-terminierter Molekiile.
Es lasst sich eine Schichtdickenverstirkung von bis zum Faktor 20 erreichen, wobei die
zuvor nanolithographisch erzeugten Strukturen erhalten bleiben. Metallschicht (rotbraun),
SCMOL-Schicht (orange).

Eine substratkonsumierende metallorganische Schicht (Substrate Consuming Metal
Organic Layer, SCMOL) entsteht durch den Einbau von diversen mit Thiolgruppen
behafteten, organischen Molekiilen aus einer Lésung in eine urspriinglich wesentlich
diinnere Metallschicht. Die SCMOL besitzt dabei eine feste Stochiometrie und ihre re-
sultierende Schichtdicke ist von der Wachstumsdauer und der Wachstumsgeschwindig-
keit abhéngig, die wiederum von den verwendeten Materialien, der Temperatur und der
Oxidation der Metalle abhangt [23H25].

Beim Wachstumsprozess einer SCMOL entsteht zunéchst eine diinne metallorgani-
sche Schicht durch Bindung der in Losung vorliegenden SCMOL-bildenden Molekiile an
die Metalloberfliche mittels ihrer Thiolgruppen. Durch die bereits entstandene Schicht
diffundieren weitere Molekiile und bilden gemeinsam mit den Atomen der diinner wer-
denden Metallschicht eine weitere Lage, die die bereits entstandene Schicht weiter nach
oben schiebt. Dieses Bottom-Up-Wachstum endet nach vollstdndigem Verbrauch der
zuvor vorhandenen Metallschicht oder nach vorzeitiger Entnahme der Schicht aus der
Losung. Das Wachstum lésst sich iiber die optische Analyse der jeweiligen Interferenz-
farbe leicht kontrollieren.

Fiir die SCMOL-Schichtdickenverstirkung wurde hier eine Losung des schichtbilden-
den Molekiils 1,4-Dithioerythritol (DTE) verwendet, wobei die Konzentration in bidestil-
liertem Wasser bei 3,3 mmol/1 lag und die Lisung stets unmittelbar vor ihrer Benutzung
hergestellt wurde. Die Immersion der mit einer Metallschicht versehenen Proben wurde
bei 60 °C in einem Warmeschrank durchgefiihrt, um das Schichtwachstum zu beschleu-
nigen. Das SCMOL-Wachstum wurde auf Kupfer- und Silber-Substraten durchgefiihrt.
Ein SCMOL-Wachstum auf Goldschichten ist nicht méglich.
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7.2.3 DNA-Linker-Priparation

Bei der DNA-Linker-Priparation handelt es sich um ein Verfahren zum Aufbringen von
DNA-Linkern auf ein beispielsweise chemisch heterogen vorstrukturiertes Substrat, die
iiber ihre Endgruppe kovalent an die Probenoberfliche binden und {iber ihren Oligonuk-
leotid-Anteil eine Ankniipfung weiterer DNA-Sequenzen mittels DNA-Hybridisierung er-
moglichen. Zur potentiellen Anbindung von Virionen wurde eine der RNA von Tabakmo-
saikviren komplementire Basensequenz und zur Anbindung an Miinzmetalloberflichen
eine Thiol-Endgruppe gewéhlt. Es wurde der entsprechende DNA-Linker FEB-HS-6245
der Firma Biomers (Ulm) verwendet. Das Verfahren gliedert sich in eine Inkubation mit
der so genannten Spotting-Losung und eine Immersion in der Blockier-Losung, wobei die
erstgenannte Losung unter anderem die zu préparierenden DNA-Linker und die zwei-
te Losung Molekiile zur anschlieflenden vollstdndigen Oberfléchenpassivierung enthélt.
Davor und danach finden zudem jeweils Waschprozesse statt.

Noch vor der Herstellung der Spotting-Lésung ist eine Lagerungslésung fiir die DNA-
Linker zu préaparieren. Die in getrocknetem Zustand gelieferten Oligonukleotide werden
hierzu in einer Pufferlgsung aus Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) C4H11NO3
und Chlorwasserstoff HCI mit einem neutralen pH-Wert von 7 und einer Konzentration
von 10mmol/l in bidestilliertem Wasser gelost. Die fiir die gewiinschte DNA-Linker-
Konzentration von 100 nmol/l notwendige Menge des TRIS-HCl-Puffers hiangt von der
exakt gelieferten Menge von Oligonukleotiden ab und ist dem beigefiigten Datenblatt
zu entnehmen. Nach der Pufferzugabe und einer anschliefenden 30- bis 60-miniitigen
Standzeit bei gelegentlicher Durchmischung wird die Losung aliquotiert, bei -20 °C ein-
gefroren und auf diese Weise fiir etwa zwei Monate haltbar gemacht.

Aus der Lagerungslosung wird zeitnah vor ihrer Priaparation die Spotting-Losung der
DNA-Linker durch Zugabe von Magnesiumchlorid MgCly und bidestilliertemm Wasser
hergestellt. Der Einbau von Mg*t-Tonen zwischen den negativen Phosphorsiureresten
der Oligonukleotide ermoglicht dabei eine dichtere Oberflichenbelegung. Die Konzen-
tration der DNA-Linker in der Spotting-Lésung hat 1 pmol/1, die von Magnesiumchlorid
20 mmol/] zu betragen.

Parallel zur Spotting-Losung ist die Blockier-Losung zu praparieren, deren Aufgabe
in der Passivierung von Goldatomen ohne gebundene DNA-Linker liegt. Dazu wird 6-
Mercapto-1-hexanol (MCH) mit einer Konzentration von 1mmol/l in bidestilliertem
Wasser verwendet. Das Molekiil besitzt neben der Alkankette eine fiir die Bindung an
die Goldoberfliche notwendige Thiolgruppe und eine Hydroxygruppe, die fiir eine OH-
Terminierung der Oberfliche auferhalb der DNA-Linker-Bereiche und somit fiir die
Unterbindung spéterer Reaktionen der mit Oligonukleotiden versehenen Goldkolloide
beziehungsweise der TMV-RNA mit den Goldatomen sorgt.

Die eigentliche Priparation der DNA-Linker, die in Abbildung [7.4(a)-(b) dargestellt
ist, beginnt mit einem Reinigungsprozess der Probe, deren Oberfliche vollstdndig oder
teilweise aus Gold besteht. Die Probe wird zun&chst in einem Sauerstoff-Plasma fiir
15min gereinigt und anschliefsend 5min in Ethanol gewaschen und mit einem Stick-
stoffstrahl getrocknet. Danach erfolgt nach Aufbringen von 4ul der Spotting-Losung
eine 90-miniitige Inkubation bei Raumtemperatur, wahrend der die Anlagerung der
DNA-Linker an die Goldoberfliche erfolgt. Nach einem einminiitigen Waschprozess in
bidestilliertem Wasser wird die Probe fiir 60 min in die Blockier-Lésung gebracht, um
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(a) Inkubation mit der Spotting-Lésung (b) Immersion in der Blockier-Lisung

Abbildung 7.4: Schematischer Prozessverlauf der DNA-Linker-Praparation auf einem vor-
strukturierten Substrat bestehend aus Inkubation mit der Spotting-Losung und Immersion
in der Blockier-Losung. Die in letztgenannter Losung enthaltenen MCH-Molekiile dienen
der Oberflichenpassivierung, so dass in weiteren optionalen Prozessschritten hinzugefiigte
Oligonukleotide ausschlieflich mit den zu diesem Zweck praparierten DNA-Linkern reagie-
ren. Thiol-terminierter DNA-Linker (blau), MCH-Schicht (hellgrau), Miinzmetallschicht
(rotbraun), Nicht-Miinzmetallschicht (dunkelgrau).

auf den noch freien Bereichen der Goldoberfliche eine Monolage aus Mercaptohexanol-
Molekiilen zu schaffen, um die unspezifische Anlagerung von zu einem spéiteren Zeit-
punkt praparierten DNA-Sequenzen zu verhindern. Anschliefsend wird die Probe erneut
fiir 1 min und nochmals fiir 5min in bidestilliertem Wasser gewaschen und mit einem
Stickstoffstrahl getrocknet . Die Probe weist schlieflich eine heterogene Monolage
aus DNA-Linkern und Mercaptohexanol-Molekiilen auf und erméglicht die Anbindung
von Oligonukleotiden komplementérer Basensequenz. Durch eine Vorstrukturierung des
Ausgangssubstrats kann diese Monolage zuséitzlich rdumlich unterbrochen gestaltet wer-
den und die Anbindung von mit komplementéren Oligonukleotiden versehenen Nano-
partikeln in diesem Fall ortsselektiv erfolgen.

7.2.4 DNA-Goldkolloid-Praparation

Bei der DNA-Goldkolloid-Priaparation handelt es sich wie in Abbildung gezeigt um
ein Verfahren zur Platzierung von mit DNA-Linkern versehenen Goldkolloiden auf einem
mit komplementiren DNA-Linkern priparierten Substrat. Zur Anbindung an mit dem
DNA-Linker FEB-HS-6245 versehenen Probenoberflichen wurde der DNA-Linker FEB-
HS-c6245 der Firma Biomers (Ulm) mit komplementérer Basensequenz gewéhlt, der
auferdem wieder eine Thiol-Endgruppe zur Anbindung an die Goldkolloide besitzt.
Die Herstellung der DNA-Goldkolloid-Lésung ist wesentlich aufwindiger als deren
anschliefende Priaparation auf der Probe. Es werden zwei Ausgangslésungen mit DNA-
Linkern und Goldkolloiden gemischt und nach gegebenen Standzeiten zur Reaktion und
Reinigung mehrfach gepuffert und zentrifugiert. Zunéchst wird einerseits aus den im ge-
trockneten Zustand gelieferten DNA-Linkern in analoger Weise zum letzten Abschnitt
eine etwa zwei Monate haltbare Lagerungslosung hergestellt, in der sie mit einer Kon-
zentration von 50 pmol/1 in einem TRIS-HCl-Puffer von wiederum 10 mmol/l und neu-
tralem pH-Wert vorliegen. Andererseits liegen die bendtigten 10 nm grofen Goldkolloide
mit einer Konzentration von 3nmol/l in einer bei der Firma Sigma Aldrich (Taufkir-
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(a) Immobilisierung der Goldkolloide (b) Bindung mittels DNA-Hybridisierung

Abbildung 7.5: Schematische Darstellung der DNA-Goldkolloid-Préparation auf der
Grundlage eines mit komplementiren DNA-Linkern versehenen Substrats. (a) Die Gold-
kolloide befinden sich nach dem abschliefenden Spiilvorgang lediglich auf der mit DNA-
Linkern behafteten Probenhilfte. (b) Thre Bindung erfolgt iiber die beiden DNA-Linker
mittels DNA-Hybridisierung, bei der Adenin und Thymin, sowie Guanin und Cytosin Bin-
dungen eingehen kénnen. Thiol-terminierter DNA-Linker (blau), Thiol-terminierter, kom-
plementdrer DNA-Linker (rot), MCH-Schicht (hellgrau), Miinzmetallschicht (rotbraun),
Nicht-Miinzmetallschicht (dunkelgrau), Goldkolloide (gelb).

chen) erhéltlichen Suspension vor, die Kaliumkarbonat von 0,26 mmol/1, 0.01 % Tetra-
chloridogoldséure, 0,01 % Gerbsédure, 0,04 % Trinatriumcitrat und 0,02 % Natriumazid
NaN3 enthilt. Es werden 8 ul der Lagerungslosung mit 721l der Goldkolloid-Suspension
vermischt und nach sofortigem Schiitteln fiir 8 h bei Raumtemperatur und 300 Schiit-
telvorgdngen pro Minute im Eppendorf-Thermomixer gelagert. Um eine Bindung der
DNA-Linker an die Goldkolloide zu ermdglichen, erfolgt anschliefend eine zweimalige
Pufferzugabe von 0,5 mol/1 Natriumhydrogenphosphat-Puffer NagHPO,4 und NaHoP Oy,
sowie 1 mol/l Natriumchlorid-Lésung NaCl zum Abbau der die Goldkolloide umgeben-
den Azid-Schicht. Beim ersten Durchgang werden jeweils 2l und 10 ul hinzugegeben,
beim zweiten Durchgang jeweils 11l und 25 ul, wobei die Losung zur Vermeidung von
Salzaggregierung jeweils sofort geschiittelt und anschliefend fiir 12h bei Raumtempera-
tur und 300 Schiittelvorgingen pro Minute im Eppendorf-Thermomixer gelagert wird.
Zur Entfernung ungebundener DNA-Linker wird im Anschluss daran ein dreifacher Zen-
trifugierprozess mit Entfernung des Uberstandes und anschliefendem Auffiillen des Lo-
sungsmittels durchgefiihrt. Der Zentrifugiervorgang dauert jeweils 15min und erfolgt
bei einer Zentripetalbeschleunigung von 16000 g. Anschliefend wird der Uberstand mit
duflerster Vorsicht abpipettiert, um die am Boden des Eppendorf-Tubes befindlichen,
dunkelroten Goldkolloide dabei nicht aufzuwirbeln. Aufgefiillt wird mit einer Losung aus
20 mmol/l TRIS-HCI mit neutralem pH-Wert und 150 mmol/l1 NaCl in bidestilliertem
Wasser, wobei nach dem letzten Durchgang noch 0,01 % NaNj3 zur Lagerung hinzuge-
geben werden. Im ersten und letzten Schritt werden 200 pl nachgefiillt, im zweiten nur
100 ul. Auf diese Weise entsteht eine DNA-Goldkolloid-Losung mit einer Konzentration
von etwa 1 nmol/1 [5].

Bei der eigentlichen DNA-Goldkolloid-Préiparation werden 7pul dieser DNA-Gold-
kolloid-Lésung auf die Probenoberfliche pipettiert und anschliefend fiir 2h eine In-
kubation bei einer Temperatur von 37 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 100 %
durchgefiihrt, ehe die Probe mit destilliertem Wasser abgespiilt und mit einem Stickstoff-

91
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strahl getrocknet wird. Das Ergebnis dieser Priparationsmethode ist in Abbildung [7.5]
dargestellt.

7.2.5 Viren-Assemblierung

(a) Mit DNA-Linkern versehenes Ausgangs- (b) Anbindung der Viren-RNA
substrat

(¢) Anbindung der Hiillproteine

Abbildung 7.6: Schematischer Prozessverlauf der Viren-Assemblierung auf einem zuvor be-
reits mit DNA-Linkern versehenen Substrat durch sequentielle Anbindung von RNA und
Hiillproteinen. Auf diese Weise lassen sich die Virionen direkt und ortsselektiv auf dem
Substrat praparieren. Thiol-terminierter DNA-Linker (dunkelblau), Viren-RNA (rot), Vi-
rus/Proteine (hellblau), MCH-Schicht (hellgrau), Metallschicht (rotbraun).

Bei der Viren-Assemblierung handelt es sich wie in Abbildung [7.6] gezeigt um ein
Verfahren zur Priparation von Virionen auf einer Substratoberfliche durch sequentielle
Anbindung von RNA und Hiillproteinen.

Nach der Praparation der RNA-Losung in Natriumcitrat-Puffer (Saline-Sodium Ci-
trate, SSC) mit 50 ng/pl RNA und 18,5 pl mit Dimethyldicarbonat versetztem Wasser
ist eine Vorpriaparation der RNA durchzufiihren. Dabei wird die RNA-L&sung 5 min bei
65 °C denaturiert, anschliefend auf Eis gekiihlt und 0,5 pl RNase-Inhibitor hinzugefiigt.

Anschliefsend kann die Hybridisierung der RNA auf der bereits mit komplementéren
DNA-Linkern versehenen Substratoberfliche erfolgen. Dazu werden 20 pl der denaturier-
ten RNA-Losung auf die Probe pipettiert, die sich dabei auf einem Deckglas und einem
feuchtem Labortuch befindet und anschliefend mit einem zweiten Deckglas abgedeckt
wird. Dann erfolgt eine Inkubation von 16h bei 37°C und 100 % relativer Luftfeuch-
tigkeit und abschliefend Waschprozesse mit SSC und Natriumdodecylsulfat (Sodium
Dodecyl Sulfate, SDS).
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Nach der Hybridisierung erfolgt die eigentliche Assemblierung der Viren durch An-
bindung der Hiillproteine an die auf der Oberfliche gebundenen RNA-Stringe. Im
Anschluss an eine Aquilibration von 5-10min mit 75 mM Natriumhydrogenphosphat-
Kaliumhydrogenphosphat-Puffer NagHPO,4 und KHoPO,4 (NKP-Puffer) mit einem pH-
Wert von 7,2 beginnt eine Inkubation mit dem Hiillprotein fiir 16 h bei 30 °C und 100 %
relativer Luftfeuchtigkeit, bei der die Probe mit ihrer Oberseite nach unten ausgerich-
tet ist. Dabei wird eine Losung von 1,3 png/ul Hiilllprotein und 75 mM NKP-Puffer mit
einem pH-Wert von 7,2 in Wasser verwendet. Abschliefsend finden wiederum Waschpro-
zesse mit SDS, bidestilliertem Wasser und Ethanol, sowie ein Trocknungsprozess statt.
Die Viren-Assemblierung wurde von Herrn Fabian Eber am Biologischen Institut der
Universitit Stuttgart durchgefiihrt .

7.3 Nanoskalige Untersuchung mittels PBL
nanostrukturierter SAMs mit dem Large-Scale-AFM

um
nm

um

Abbildung 7.7: AFM-Hohenbild eines 16chrigen Perfluordekyltrichlorsilan-SAM mit einer
Scanfeldgrofe von 10 pm. Zur Strukturierung dieser Monolage wurde eine Polymerblend-
Losung verwendet, bei der PS mit einem erhdhten Molekulargewicht von 100000 g/mol
statt der sonst in dieser Arbeit {iblichen 10000g/mol zum Einsatz kam. Dadurch sind
die Lochdurchmesser in diesem Fall einmalig erhéht und bis zu 1,5pm grof. Die etwa
1nm tiefen Siliziumoxid-Locher und selbst unter der Monolage befindliche Polierkratzer
im Subnanometerbereich sind noch deutlich zu erkennen. Die Sensitivitdt des Large-Scale-
Eigenbau-AFM gestattet demnach auch Messungen an Probensystemen mit Strukturen in
der Grofsenordnung von unter 1nm.
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Vor der umfangreichen Analyse der in diesem Kapitel erzeugten nanoskaligen Oberflé-
chenstrukturen sollte die Funktionalitdt und Sensitivitdt des Large-Scale-AFM in diesen
Dimensionen unter Beweis gestellt werden.

Mit der Polymerblend-Lithographie wurden bisher nicht nur wie in dieser Arbeit de-
mongtriert diinne Metallfilme auf der Nanometer-Skala strukturiert, sondern auch orga-
nische Monolagen [81]. In Abbildung|[7.7|ist eine 10 pm grofke, im Tapping-Mode erstellte
AFM-Aufnahme eines solchen mit Lochern versehenen Perfluordekyltrichlorsilan-SAM
auf Siliziumoxid zu sehen. Bei der Préparation wurde eine Losung von PS und PM-
MA in MEK verwendet, bei der das Molekulargewicht von PMMA bei 10000 g/mol und
das von PS bei 100000 g/mol, das Mischungsverhéltnis bei 3:7 und die Konzentration
bei 15 mg/ml lagen. Das Spincoating-Verfahren wurde mit einer Rotationsgeschwindig-
keit von 1500 U/min und einer relativen Luftfeuchtigkeit von etwa 40 % durchgefiihrt.
Gegeniiber der Vorgehensweise zur Herstellung kleinster Licher wurde ein erhéhtes Mo-
lekulargewicht bei PS verwendet, was eine Vergroferung der PS-Doménen und damit
auch der Lochdurchmesser zur Folge hat. Die 500 nm bis 1500 nm groften Lécher, in de-
nen das Siliziumoxidsubstrat frei gegeben ist, wurden fehler- und artefaktfrei abgebildet.

Bemerkenswert ist vor allem die vertikale Auflosung, die sich nicht nur in der Ab-
bildung des etwa 1nm hohen SAM &ukert, sondern vor allem darin, dass selbst die
Polierkratzer im unter der Monolage befindlichen Siliziumoxid zu erkennen sind. Diese
weisen typischerweise Tiefen von etwa 2 A auf.

Mit dem hier aufgebauten AFM mit seiner Large-Scale-Basis sind demnach sogar Mes-
sungen im Subnanometerbereich und somit auch die angestrebte Untersuchung der orts-
selektiv zu platzierenden Nanopartikel und Biotemplate méglich. Alle AFM-Aufnahmen
in diesem Kapitel erfolgten im Tapping-Mode.

7.4 GroBRflachige Herstellung mittels PBL
nanostrukturierter Metallmasken mit kleinsten
Lochdurchmessern bis zu 50 nm

Nachdem im letzten Abschnitt die Funktionalitidt und Sensitivitit des Large-Scale-
AFM in nanoskaligen Dimensionen anhand der Untersuchung mittels PBL strukturier-
ter SAMs unter Beweis gestellt werden konnte, soll nun wieder die Analyse mittels PBL
hergestellter Metall-Lochmasken im Vordergrund stehen. Diese kénnen mit variablen
Durchmessern und Dicken hergestellt werden, wobei ihre Gesamtfliche lediglich von
der Grofke des verwendeten Spincoaters abhingt. Der auftretende Durchmesserbereich
wird vor allem durch die Zusammensetzung der verwendeten Polymerblend-Losung be-
stimmt. Eine geringfiigige Variation der Losungs- oder Umgebungsparameter kann eine
vollig verdanderte Phasenmorphologie zur Folge haben [81,[83].

Zur Erzeugung von Metallmasken mit besonders kleinen Lochdurchmessern von bis
hinab zu 50 nm, die einem spéteren Aufrichtprozess einseitig gebundener TMV-Stéibchen
dienen konnen, sind besonders kleine PS-Inselbereiche in der PMMA-Matrix zu erzeu-
gen. Dies stellt eine grofte Herausforderung dar, da das Verfahren hierbei in seinem
Grenzbereich betrieben werden muss. Einige Parameter waren jedoch bereits bekannt.
Es wird eine Losung von PS und PMMA in MEK benoétigt, bei der die Molekulargewichte
jeweils 10000 g/mol, das Mischungsverhéltnis 3:7 und die Konzentration 15 mg/ml betra-
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gen. Das Spincoating-Verfahren ist mit einer Rotationsgeschwindigkeit von 1500 U /min
und einer relativen Luftfeuchtigkeit im Bereich von 40 % durchzufiihren [82]. Zur An-
wendung dieses Verfahrens zur Herstellung kleinster Lochstrukturen mit hoher Repro-
duzierbarkeit waren jedoch noch einige Korrekturen der Umgebungsbedingungen und
Préaparationstechniken notwendig, die im Folgenden erlautert werden. Die Wahl des
Metalls ist in diesem Zusammenhang von untergeordneter Bedeutung. In diesem Ab-
schnitt wurde stets Kupfer verwendet, da dieses sich besonders gut fiir ein anschlieiendes
SCMOL-Wachstum eignet.

7.4.1 Lift-off-Prozess der PMMA-Komponente

Bei dem im zweiten Schritt der Polymerblend-Lithographie durchgefiihrten selektiven
Losen der PMMA-Komponente konnte in vielen Féllen bereits mit dem Auge eine Schlie-
renbildung auf der Probe beobachtet werden. Fine genauere Betrachtung mit dem Licht-
mikroskop zeigte wie in Abbildung [7.8(a) zu sehen in Teilbereichen der Probe die Frei-
legung des Siliziumsubstrats und die damit verbundene Anhidufung von Polymer-Inseln
in anderen Bereichen. Es wurde also nicht nur die PMMA- sondern gleichzeitig auch
die PS-Komponente von der Probenoberfliche entfernt, wodurch die Probe fiir weitere
Prozessschritte unbrauchbar wurde. Da dieses Phénomen vermehrt bei neu gelieferten
Silizium-Wafern auftrat, wurde die hohe Polaritit des Substrats als Ursache vermutet.
Messungen des Wasserkontaktwinkels ergaben nach erfolgter Snowjet-Reinigung einen
Kontaktwinkel von etwa 35° fiir neu gelieferte Silizium-Wafer und 45° fiir rund ein
Jahr gelagerte Siliziumsubstrate. Bei den neuen, hydrophileren Substraten ergibt sich
deshalb fiir die PS-Doménen ein héherer Kontaktwinkel, da sie im Vergleich zur PMMA-
Komponente eine geringere Polaritéit aufweisen. Damit besitzen die PS-Inseln eine ge-
ringere Kontaktfliche, was insbesondere bei den im Rahmen dieser Arbeit hergestellten,
besonders kleinen PS-Strukturen die Gefahr des vorzeitigen Entfernens mit sich bringt.
Die unerwiinschte Morphologie, die sich auf besonders hydrophilen Siliziumsubstraten
bildet, ist im Vergleich mit der idealen Morphologie schematisch in Abbildung[7.8b)-(c)
dargestellt. Um nicht zu sehr in den prinzipiellen Ablauf des Verfahrens einzugreifen,
wurde auf eine zusédtzliche hydrophobere Beschichtung der Wafer verzichtet und statt-
dessen der Waschprozess beim selektiven Losen optimiert. Beim bisherigen Waschprozess
wurde die Probe jeweils dreimal fiir 10s in Essigsdure geschwenkt und anschliefend mit
einem Stickstoffstrahl getrocknet.

Zunéchst wurde eine vollig neue Variante des Waschprozesses durchgefiihrt, bei der auf
die intensive Stickstoffstrahl-Trocknung verzichtet wurde. Dazu wurde die mit dem PS-
PMMA-Polymerblend beschichtete Probe fiir 10 min in Essigsdure gelegt und zur Trock-
nung anschlieffend hochkant auf ein saugfihiges Labortuch gestellt. Bei der trockenen
Probe war keine Schlierenbildung mehr zu erkennen. Dies wurde auch durch das in Ab-
bildung [7.9[(a) dargestellte Hohenbild einer AFM-Aufnahme bestétigt, die erst nach der
vollstdndigen Polymerblend-Lithographie von der 12nm hohen Kupferschicht durchge-
fithrt wurde [80|. Es ist eine Art Lochstruktur in der erwarteten Grofenordnung erkenn-
bar, wobei viele Locher zusammenhingend sind. Dieser Effekt hingt vermutlich mit
der erhéhten Hydrophilie des Ausgangssubstrats zusammen. Die mit diesem Waschpro-
zess verbundene lange Wartezeit filhrte zur Untersuchung einer weiteren Variante des
Waschprozesses.
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(a) Ergebnis nach dem Waschprozess auf einem zu hydrophilen Substrat

(b) Fiir die PBL ungeeignete Morphologie vor  (c) Fiir die PBL ideale Morphologie vor dem
dem Waschprozess Waschprozess

Abbildung 7.8: Lichtmikroskop-Aufnahme und schematische Darstellung eines Prozessver-
laufs bei der Polymerblend-Lithographie vor beziehungsweise nach dem Waschprozess auf
einem zu hydrophilen Substrat. (a) Lichtmikroskop-Aufnahme eines mit PS-PMMA be-
schichteten Siliziumwafers nach der Behandlung mit Essigsdure. In den hell erscheinenden
Probenbereichen wurden beide Polymerkomponenten entfernt und die PS-Inseln in den nun
dunkler erscheinenden wieder abgelagert. Diese Schlierenbildung ist bereits mit dem Au-
ge erkennbar. (b) Schematische Darstellung einer fiir die PBL ungeeigneten Morphologie.
Die PS-Inseln besitzen aufgrund der hohen Polaritét des Substrats einen grofen Kontakt-
winkel und damit eine sehr geringe Kontaktfliche zum Substrat. Beim selektiven Ldsen
werden daher unerwiinschter Weise beide Polymerkomponenten vom Substrat entfernt. (c)
Schematische Darstellung einer fiir die PBL idealen Morphologie. Die PS-Inseln besitzen
einen nicht zu grofsen Kontaktwinkel und damit eine geniigend grofse Kontaktfliche zum
Substrat. PS (hellgriin), PMMA (dunkelgriin).
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(b) Nach dem Waschprozess mit verdnderter Pinzettentechnik

Abbildung 7.9: AFM-Ho6henbilder von Kupfermasken nach Waschprozessen (a) ohne me-
chanische Belastungen und (b) mit verinderter Pinzettentechnik. In (a) wurde auf
Stickstoffstrahl-Trocknung und Schwenken im Losungsmittel verzichtet und dafiir die Ein-
wirkzeit von 30 s auf 10 min erhdht. In beiden Féllen ist eine Lochstruktur erkennbar, wobei
in (a) jedoch trotz sonst gleicher Préparation deutlich grofsere Strukturen auftreten. Dies
kann mit dem Modell dieser Arbeit nicht erklért werden, ist aber fiir die weitere Umsetzung
der PBL von untergeordneter Bedeutung .
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Bei der zweiten Variante des Waschprozesses wurde wieder auf die Trocknung mittels
Stickstoffstrahl zuriickgegriffen, jedoch dessen Handhabung im Vergleich zum bisherigen
Waschprozess verdndert. Es wurden wieder drei Durchgéinge aus kombiniertem Schwen-
ken in Essigsdure und Trocknen mittels Stickstoff durchgefiihrt. Da die Schlierenbildung
oftmals durch von der Pinzette geblasene Lisungsmitteltropfen induziert wurde, wurde
nun eine Pinzette mit geraden, spitz zu laufenden Enden verwendet und der Stickstoff-
strahl stets von der der Pinzette gegeniiberliegenden Seite entlang der Probe gefiihrt.
Die Pinzette wurde dabei senkrecht zu Probenrand gehalten, um keine Probenbereiche
beziiglich des Stickstoffstrahls abzuschatten. Beim letzten Durchgang wurde die Probe
zwischenzeitlich abgelegt und die Pinzette selbst getrocknet, um die Probe anschlieftend
vollsténdig trocknen zu konnen. Bei dieser Variante bildeten sich lediglich Schlieren
am Rand im Bereich des Losungsmittelmeniskus der Pinzettenspitze, der jedoch nicht
iiber die Probe geblasen wurde und am Rand eintrocknen konnte. Das Hohenbild der
AFM-Aufnahme der darauf basierenden, komplett strukturierten Kupferprobe ist in
Abbildung [7.9(b) zu sehen [80]. Auch in diesem Fall sind zusammenhéingende Licher
erkennbar, deren Durchmesser in der gewiinschten Gréfenordnung liegen. Aufgrund der
wesentlich kiirzeren Anwendungszeit wurde diese Variante der ersten im Folgenden vor-
gezogen. Je nach Alter und Hydrophilie des verwendeten Siliziumsubstrats waren die
entstandenen Locherstrukturen mehr oder weniger zusammenhingend und vor allem
zuverldssig und grofflichig herstellbar.

7.4.2 Lift-off-Prozess der PS-Komponente

Mit der Polymerblend-Lithographie lassen sich vielfiltige Diinnschichtsysteme mit ein-
stellbarem Bereich der Lochdurchmesser strukturieren. Bei der Herstellung von Metall-
masken mit kleinsten Lochdurchmessern konnten die PS-Inseln beim Lift-Off-Prozess
mittels Snowjet-Verfahren allerdings wie im Héhenbild der AFM-Aufnahme in Abbil-
dung [7.10)(a) gezeigt oftmals erst nach mehreren Durchgéingen und auch lediglich in
Teilbereichen der Probe entfernt werden [80]|. Fiir die weitere Verwendung der Pro-
ben wie beispielsweise fiir eine DNA-Linker-Préiparation war dieses Ergebnis dufserst
unbefriedigend, da einerseits meist viele Proben gleichzeitig prapariert wurden und de-
ren Reinigung somit sehr zeitintensiv war und andererseits bei den weiteren Schritten
verbliebene PS-Molekiile von der Probe hitten gelost werden und den Gesamtprozess
damit erheblich hétten beeinflussen kénnen. Aus diesem Grund wurde dieser Effekt ge-
nauer untersucht, um seine Auswirkungen im Hinblick auf den Prozessverlauf der PBL
beheben zu kénnen.

Als mogliche Ursache fiir die unvollstindige Entfernung der PS-Inseln wurde die be-
reits im Prozessschritt zuvor erfolgte grofe Autheizung der Probe wihrend des Auf-
dampfprozesses ausgemacht. Durch den bereits im letzten Abschnitt angesprochenen,
groken Kontaktwinkel zwischen der unpolaren PS-Komponente und dem polaren Sili-
ziumsubstrat bilden sich Polymerinseln aus, deren linsenformige Gestalt einen gewis-
sen Bereich des Substrats beziiglich der Metallbedampfung abschattet. Auf diese Wei-
se wird eine zusammenhingende Metallschicht vermieden und ein anschliefsender Lift-
off-Prozess des Polymers ermdglicht. Bei zu grofser Aufheizung der Probe kénnten die
PS-Inseln durch den Schmelzvorgang ihre linsenformige Gestalt verlieren und sich ei-
ne geschlossene Metalldecke bilden, die mit dem Snowjet-Verfahren kaum zu entfernen
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um
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(a) Ergebnis nach dem Aufdampfprozess mit zu hoher Temperatureinwirkung

(b) Fiir die PBL ungeeignete Morphologie (c) Fiir die PBL ideale Morphologie nach dem
nach dem Aufdampfprozess Aufdampfprozess

Abbildung 7.10: AFM-Hohenbild und schematische Darstellung eines Prozessverlaufs der
Polymerblend-Lithographie beim Aufdampfprozess mit zu hoher Temperatureinwirkung.
(a) AFM-Hohenbild einer mittels Polymerblend-Lithographie hergestellten Kupfer-Probe.
Es ist zu erkennen, dass bei der zuvor einmalig erfolgten Snowjet-Behandlung keine einzige
PS-Insel entfernt werden konnte. Ursache kdnnte das Entstehen einer zusammenhéngenden
Metallschicht aufgrund der beim Bedampfen moglicherweise geschmolzenen Polymerberei-
che sein. Die Aufdampfrate lag bei 0,01nm/s. (b) Schematische Darstellung einer fiir die
PBL ungeeigneten Morphologie. Beim Bedampfen verdndern die PS-Inseln durch zu grofe
Aufheizung bei der Bedampfung ihre Form. Dadurch wird eine geschlossene Metalldecke
erzeugt, deren Erhebungen mit dem Snowjet-Verfahren nicht mehr zu entfernen sind. (c)
Schematische Darstellung einer fiir die PBL idealen Morphologie. Die PS-Inseln besitzen
einen geniigend grofen Kontaktwinkel und damit eine bauchige Gestalt, die eine unterbro-
chene Metallschicht garantiert. PS (hellgriin), PMMA (dunkelgriin), Metall (rotbraun) [80].
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ist. Dieser unerwiinschte Prozessablauf ist im Vergleich zum idealen Verlauf in Abbil-
dung [7.10)(b)-(c¢) veranschaulicht.
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Abbildung 7.11: AFM-Ho6henbild einer Kupfermaske nach einem Aufdampfprozess mit auf
0,1 nm/s erhohter Aufdampfrate. Auf diese Weise konnten sémtliche PS-Inseln mit einma-
liger Snowjet-Reinigung entfernt und die gewiinschte Metalllochmaske hergestellt werden.
Die Lochdurchmesser variieren zwischen 250 nm und 50 nm (Pfeile). Die Kupfermaske wur-
de auf einer Fliche von 1cm? erstellt [80].

Als Gegenmafinahme wurde daher eine Erhchung der Aufdampfrate ins Auge gefasst.
Diese wird begrenzt durch die technischen Begebenheiten der eingesetzten Aufdampf-
anlage. Die fiir die Elektronenemission zustindige Stromstirke sollte nicht zu schnell
erh6ht werden, um einerseits das Filament nicht zu zerstéren und andererseits die Ge-
fahr einer explosionsartigen Tiegelentleerung zu minimieren. Die Stromstérke sollte au-
ferdem nicht mehr als 300 mA betragen. Unter Beriicksichtigung dieser Faktoren war
es dennoch mdéglich bei Abwarten eines sehr guten Drucks in der Kammer die Auf-
dampfrate von bisher 0,01 nm/s auf 0,1 nm/s zu steigern, wodurch sich die Verweildauer
der Probe im heifsen Metalldampf ebenso um etwa eine Grofenordnung verringerte. In
der Abbildung ist das AFM-Hohenbild einer einmalig mit dem Snowjet behandel-
ten Kupfer-Lochmaske zu sehen, die mit einer Rate von 0,1 nm/s bedampft wurde [80].
Wihrend auf der mit 0,01 nm/s bedampften Probe alle PS-Inseln noch vollstdndig vor-
handen waren, wurden diese bei der mit erhéhter Aufdampfrate bearbeiteten Probe
bereits im ersten Durchgang grofiflichig und komplett entfernt. Die PS-Bereiche kénnen
der hohen Temperatur des Metalldampfs demnach fiir 2 min statt wie bisher fiir 20 min
ausgesetzt werden ohne ihre Gestalt zu sehr zu verdndern. Es wurde im Folgenden stets
mit Aufdampfraten von rund 0,1 nm/s gearbeitet, die lediglich eine langere Wartezeit
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nach dem Einschleusen der Proben in die Aufdampfanlage zum Erreichen eines besseren
Enddruckes erforderten.

Mit Hilfe der gednderten Vorgehensweise beim selektiven Losen und dem Einsatz ho-
herer Metall-Aufdampfraten ist es nun méglich nanostrukturierte Lochmasken beliebiger
Metalle mit Durchmessern von bis hinab zu 50 nm herzustellen. Das auf Selbstorgani-
sation beruhende Verfahren wurde auf grofen Flichen von iiber 1 cm? demonstriert. Es
bildet im weiteren Verlauf der Arbeit die Grundlage fiir die Strukturbildung bei der
Herstellung von sterisch ideal zugénglichen Trégersystemen mittels TMV fiir potentielle
Nano-Sonden-Verfahren mit hoher Nachweisempfindlichkeit.

7.5 Kombination von DNA-basierten Kopplungsverfahren
und Strukturbildungsverfahren

Zur Kombination von DNA-Linker- und DNA-Goldkolloid-Préparation mit Polymer-
blend-Lithographie und SCMOL-Schichtdickenverstdrkung bedurfte es einer Abstim-
mung der hierbei verwendeten Substanzen aufeinander. Bei der Préparation von DNA-
Linkern und benétigter Passivierungsschicht auf zuvor mittels PBL vorstrukturierten
Kupfer- oder Silberschichten wurde nach der Pufferzugabe deren teilweiser oder sogar
vollstéindiger Abbau festgestellt, der im Folgenden quantifiziert werden soll. Die vorran-
gige Verwendung von Substraten dieser Metalle riihrte von der mit ihnen verbundenen
Moglichkeit des Wachstums substratkonsumierender metallorganischer Schichten her,
welches im Verlauf des weiteren Strukturierungsprozesses ebenfalls zum Einsatz kom-
men sollte.

7.5.1 Praparation von DNA-Linkern auf Silber- und Kupferschichten

Bei der Anwendung der DNA-Linker-Préiparation nach erfolgter Polymerblend-Litho-
graphie wurden die zwischenzeitlich erzeugten Kupfermasken beschidigt. Mdégliche Ur-
sachen wurden im Angriff durch S&uren und Ablagerungen von Salzen vermutet, die
bei der Spotting- und Blockier-Lésung zum Einsatz kommen. Um zu ermitteln, welche
Substanzen fiir den Grofiteil des Schadens verantwortlich sind, wurde eine Immersion
von mit 12nm Kupfer bedampften Proben in die einzelnen Lésungen durchgefiihrt. Die
Proben wurden mittig gebrochen und jeweils nur eine der beiden Hélften fiir 16 h bei
Raumtemperatur in die jeweilige Losung gelegt, um potentielle Verdnderungen bereits
im Lichtmikroskop betrachten zu kénnen. Nach erfolgter Immersion wurden die Proben-
stiicke mit destilliertem Wasser abgespiilt. Es wurden mit 1 mol/l TRIS-HCI, 20 mmol/1
Magnesiumchlorid und 1 mmol/l1 Mercaptohexanol drei Losungen angesetzt, wobei als
Lésungsmittel stets bidestilliertes Wasser diente [80)].

In Abbildung (a) ist eine Photographie der Kupferprobe zu sehen, deren eine Half-
te in die TRIS-HCl-Losung getaucht wurde. Die behandelte Seite erscheint fast einheit-
lich blank. Die Kupferschicht wurde demnach fast vollstindig entfernt. Dieser Eindruck
wird durch die Lichtmikroskop-Aufnahme in Abbildung [7.12b) nochmals bestétigt [30].

In Abbildung [7.12|c) ist eine Photographie der Kupferschicht gezeigt, die zur Half-
te in der MgCly-Losung gelagert wurde. Auch hier sind grofe Teile der behandelten
Hilfte blank, was wiederum ein Indiz fiir die Entfernung der Metallschicht ist. An den
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) TRIS-HCI, Photographie ) TRIS-HCI, Lichtmikroskop-Aufnahme

c) MgCly, Photographie d) MgCly, Llchtmlkroskop Aufnahme

(e) MCH, Photographie ) MCH, Lichtmikroskop-Aufnahme

Abbildung 7.12: Photographische und lichtmikroskopische Aufnahmen von fiir 16h bei
Raumtemperatur halbseitig in bei der DNA-Linker-Préparation verwendeten Ldsungen
gelagerten Kupferschichten. Es ist zu erkennen, dass die Metallschicht in den TRIS-HCl-
und MgCl,-Losungen grofflachig und fast vollstandig entfernt wurde. Bei der Immersion in
MCH setzte jedoch ein SCMOL-Wachstum auf der verbliebenen Kupferschicht ein und es
bildete sich ein blauer, teilweise gerissener Film, der sich aufgrund der langen Einwirkzeit
in der Losung zwischenzeitlich vom Substrat gelost hat .
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Réndern erscheint die Schicht etwas dunkler als zuvor, was auf beim Abspiilen nicht
entfernte Salzriickstdnde hindeutet und auch in der Lichtmikroskop-Aufnahme aus Ab-
bildung [7.12(d) zu erkennen ist [80].
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Abbildung 7.13: AFM-Hd6henbild einer fiir 16h bei Raumtemperatur in 1mmol/l
Mercaptohexanol-Lésung gelagerten 12nm dicken Kupferschicht mit einer Scanfeldgrofie
von 200 pm x 100 pm. Der zugehorige Querschnitt zeigt, dass die Schichtdicke bei beiden
vermessenen Kanten bei etwa 140 nm liegt, was auf die Bildung einer substratkonsumie-
renden metallorganischen Schicht (SCMOL) hindeutet .

Bei der halbseitig in Mercaptohexanol aufbewahrten Probe, deren Photographie in
Abbildung [7.12{(e) zu sehen ist, sind vereinzelt auf dem wiederum groftenteils blanken
Substrat mehrfarbige, hauptséchlich blduliche Strukturen zu erkennen. In der in Abbil-
dung (f ) gezeigten zugehorigen Lichtmikroskop-Aufnahme ist dieses Phanomen noch
deutlicher zu erkennen . Die beobachteten Strukturen weisen eine grofe Ahnlichkeit
mit einer abgelosten SCMOL-Schicht auf, deren Wachstum und Aufbau in Kapitel 2.3]
erldutert wurde. Zu einer solchen Ablésung kann es nach dem Aufbrauchen der komplet-
ten Metallschicht kommen, was bei einer 16-stiindigen Immersion einer Kupferschicht in
einer SCMOL-bildenden Lésung der Fall wire. SCMOL-Wachstum wurde bisher aller-
dings lediglich bei Dithiolen beobachtet, wihrend Mercaptohexanol lediglich eine Thiol-
gruppe besitzt. Zur Klarung dieses Sachverhalts wurde das in Abbildung[7.13|dargestell-
te Hohenbild einer Large-Scale-AFM-Aufnahme mit einer Scanfeldgréfe von 200 pm x
100 pm tber zwei Schichtkanten hinweg durchgefiihrt und deren Hohe vermessen. Beide
Schichtstiicke wiesen die nahezu identische Héhe von etwa 140 nm auf . Bei einer
urspriinglichen Kupferschichtdicke von 12nm entspricht dies einem Verstirkungsfaktor

103



7 Herstellung sterisch ideal zugénglicher Nano-Sonden mit hoher Nachweisempfindlichkeit

von 12. Mit dem Dithiol DTE werden beispielsweise Schichtdickenverstarkungsfakto-
ren von etwa 10 erreicht, was ein weiteres Indiz fiir die Bildung einer SCMOL-Schicht
darstellt. Die Frage nach einer SCMOL-Bildung mit MCH soll jedoch erst im spéte-
ren Abschnitt durch Untersuchung der Elementverhéltnisse der gebildeten Schichten
abschliefend beantwortet werden, um zunéichst der eigentlichen Fragestellung dieses Ka-
pitels nachgehen zu kénnen.

Es ldsst sich konstatieren, dass Kupferschichten durch jede der bei der DNA-Linker-
Praparation verwendeten Komponenten verdndert werden. Wahrend die Bildung ei-
ner SCMOL durch den Einsatz von MCH kein Problem darstellt, da die urspriingliche
Lochmaske erhalten bleiben und sich nur deren Hohe verindern wiirde, ist der Ein-
satz von TRIS-HCI und MgCl, nicht geeignet, auch wenn der Verbleib der Probe in
den entsprechenden Lésungen wihrend der DNA-Linker-Préparation nur bei 1,5h liegt.
Aufgrund der hohen Sdureempfindlichkeit von Kupfer wiirde sich diese Problematik zu-
dem bei der Anwendung der DNA-Goldkolloid-Préparation wiederholen. Folglich bietet
sich eher die Verwendung eines resistenten Schichtsystems als der Austausch sémtlicher
Komponenten der bei spiteren Priparationsverfahren eingesetzten Losungen an. Auf
Silberschichten wurden bei weiteren Experimenten abgesehen von der SCMOL-Bildung
bei Immersion in MCH analoge Ergebnisse erhalten, weshalb dieses Schichtsystem nicht
in Betracht gezogen und auch hinsichtlich seiner Besténdigkeit gegeniiber den verwende-
ten Puffer-Lésungen nicht weiter quantifiziert wurde. Stattdessen wurden im Folgenden
analoge Experimente mit SCMOL-geschiitzten Kupferschichten sowie mit Goldschichten
durchgefiihrt.

7.5.2 Préaparation von DNA-Linkern auf SCMQOL-Schichten aus DTE und
Kupfer

~ unbehandelt

Abbildung 7.14: Lichtmikroskop-Aufnahme einer
fiir 16 h bei Raumtemperatur halbseitig in 1mol/]

/-—- TRIS-HCI-Losung gelagerten Kupferschicht, die

. .+ zuvor mit einer DTE-SCMOL versehen wurde. Es
Sshqndels «* = = ist zu erkennen, dass die priparierte Schicht von
; punktuellen Defekten ausgehend kreisférmig und

A o . B | om Rand her angegriffen wurde [80].

Aufgrund der Unvertriglichkeit der bei der Polymerblend-Lithographie hergestellten
Kupferschichten mit den bei der DNA-Linker-Priparation verwendeten Losungen, wur-
den diese Schichten in einem weiteren Versuch nun gezielt mit einer bekannten SCMOL-
Schicht aus dem Molekiil Dithioerythritol (DTE) geschiitzt. Die wiederum 12 nm hohen
Kupferschichten wurden hierzu fiir etwa 20min bei 60 °C in eine DTE-Losung gelegt,
wodurch sich auf ihnen eine etwa 20nm hohe SCMOL-Schicht ausbildete. Die Probe
wurde erneut halbiert und fiir 16 h bei Raumtemperatur in 1mol/l1 TRIS-HCI in wéssri-
ger Losung gelegt. Die Lichtmikroskop-Aufnahme in Abbildung zeigt eine partielle
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Verdanderung der SCMOL-Schicht. Sie weist zahlreiche hellere Kreise und einen helle-
ren Streifen am Probenrand auf, die in sich nochmals hellere Strukturen zeigen [80].
Als Ursache ist die von Defektstellen der SCMOL ausgehende Auflésung der Kupfer-
schicht anzunehmen. Die Verwendung einer DTE-SCMOL als Schutzschicht fiir die dar-
unter liegende Kupfermagske ist demnach ebenfalls keine Alternative fiir die Kombination
von Polymerblend-Lithographie und DNA-Linker-Préiparation. Eventuell konnten ande-
re SCMOL-bildende Molekiile hier in Zukunft bessere Resultate liefern.

7.5.3 Praparation von DNA-Linkern auf Goldschichten

Aufgrund der Unvertriglichkeit der bisher verwendeten Silber- und Kupferschichten
gegeniiber den bei der DNA-Linker-Praparation verwendeten Lésungen wurden die Ver-
suche der letzten Abschnitte mit 12nm dicken Goldschichten wiederholt und auch diese
mit den Spotting- und Blockier-Losungen behandelt. Da keine Unterschiede zwischen
behandelten und unbehandelten Goldschichten zu erkennen war, wurden die fiir die An-
wendung der DNA-Linker-Priaparation untauglichen Silber- und Kupferlochmasken bei
der nanoskalig ortsselektiven Immobilisierung von DNA-Goldkolloiden in Abschnitt
bei der keine SCMOL-Schichtdickenverstdrkung benttigt wurde, durch solche aus Gold
ersetzt.

7.5.4 Praparation von Metallschichten auf DNA-Linkern

Um SCMOL-taugliche Kupfer- oder Silbersubstrate nutzen zu kénnen, besteht die Mog-
lichkeit die DN A-Linker-Préparation vor der Polymerblend-Lithographie durchzufiihren,
bei der diese Metallschichten erzeugt werden. Dies ist dann sinnvoll, wenn anschlieffend
nicht DNA-Gollkolloide sondern TMV prépariert werden sollen, da bei der Priparation
der Kolloide dhnliche Losungen wie bei jener der DNA-Linker zum Einsatz kommen.

Diese Vertauschung im Priparationsablauf ist jedoch nicht als unkritisch anzusehen.
Bei dieser Vorgehensweise sind die auf der Probe priparierten DNA-Linker bei der
Durchfiihrung der Polymerblend-Lithographie einer hohen thermischen Beanspruchung
bei der Metallbedampfung, sowie grofsen mechanischen Belastungen beim Spincoating-
Verfahren und der Snowjet-Reinigung ausgesetzt.

Diese Alternative wurde in Abschnitt im Rahmen des gesamten Strukturierungs-
prozesses aus DNA-Linker-Priparation, Polymerblend-Lithographie, SCMOL-Schicht-
dickenverstirkung und Viren-Assemblierung untersucht.

7.6 Ortsselektive Immobilisierung von
DNA-funktionalisierten Goldkolloiden

Um eine auf DNA-Hybridisierung basierende, ortsselektive Immobilisierung von Na-
nopartikeln zu realisieren, wurden mit DNA-Linkern versehene Goldkolloide aufgrund
ihrer schnellen Priaparationsmoglichkeit als Vorstufe fiir spédtere Experimente mit TMV-
Derivaten verwendet und um hierbei gewonnene Erkenntnisse zu {ibertragen.
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7.6.1 Spektroskopische Analyse von synthetisierten DNA-Goldkolloiden

Vor dem Einsatz der DNA-Goldkolloid-Praparation stellte sich die Frage nach der erfolg-
reichen Synthese der mit thiolterminierten DNA-Linkern versehenen Gold-Nanopartikel.
Neben einer einfachen optischen Kontrollmdéglichkeit wurde die Option einer spektro-
skopischen Analyse herangezogen.
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Abbildung 7.15: Absorptionsspektrum der synthetisierten DN A-Goldkolloid-Losung. Es ist
ein von der DNA verursachter Peak bei 268 nm sowie der Peak der Plasmonenresonanz
des Goldes bei 522nm zu erkennen. Demnach sind in der Losung sowohl DNA-Linker als
auch stabilisierte Goldkolloide vorhanden, was auf eine erfolgreiche Anbindung der beiden
Komponenten schlieften 1asst.

Bei der optischen Kontrolle ist eine schnelle Uberpriifung hinsichtlich der bei der
Priaparation am hiufigsten auftretenden Fehlerquellen méglich. Die aufgrund der Plas-
monenresonanz auftretende rote Farbe der Goldkolloid-Suspension sollte auch bei der
fertigen DNA-Goldkolloid-Losung noch vorhanden sein. Weist die Losung dagegen einen
schwarzen Farbton auf, deutet dies auf ein Fehlen von DNA-Linkern hin. Diese verhin-
dern nach der Pufferzugabe und der damit einhergehenden Zerstérung der die Goldkol-
loide umgebenden Azid-Schicht deren Ausfallen aus der Losung. Ist die Losung durch-
sichtig, sind keine oder nur noch sehr wenige Goldnanopartikel enthalten. Haufigste
Ursache hierfiir ist deren Entfernung bei unachtsamem Entfernen des Uberstands im
Anschluss an den Zentrifugierprozess.

Die bei den Experimenten eingesetzten DNA-Goldkolloid-Lésungen zeigten eine leicht
rotliche Farbe. Der im Vergleich zur Ausgangslosung schwichere Farbton ist mit Sicher-
heit der verringerten Konzentration der Gold-Nanopartikel geschuldet. Die verwendeten
Lésungen enthalten demnach sowohl Goldkolloide als auch DNA-Linker.

Um weitere Gewissheit zu schaffen, wurden die DNA-Goldkolloid-Losungen einer zu-
sitzlichen spektroskopischen Analyse unterzogen. Erwartet wurden Absorptionspeaks
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bei etwa 260 nm wegen der enthaltenen DNA-Einzelstrénge, sowie bei etwa 520 nm auf-
grund der Plasmonenresonanz des Goldes, was bereits anhand der Farbe der Lésung
verifiziert werden konnte.

Die spektroskopische Untersuchung wurde mit dem UV-Vis-NIR-Absorptionsspektro-
meter CARY 500 Scan der Firma Varian (Milpitas, Kalifornien, USA) unter Verwendung
von Kiivetten aus Quarzglas mit hoher UV-Transmission durchgefiihrt. Das aufgenom-
mene Spektrum ist in Abbildung[7.15]dargestellt und umfasst zwei Absorptionsmaxima.
Neben dem vom Gold verursachten Absorptionspeak von etwa 522nm ist auch ein Ma-
ximum bei etwa 268 nm zu verzeichnen, was dem erwarteten Wert von 260nm sehr
nahe kommt. Es ist also davon auszugehen, dass sich sowohl stabilisierte Goldkolloide
als auch DNA-Linker in der Lésung befinden und somit eine erfolgreiche Anbindung
stattgefunden hat. Alle weiteren Experimente wurden mit den hier untersuchten DNA-
Goldkolloid-Losungen durchgefiihrt.

7.6.2 Pridparation von synthetisierten DNA-Goldkolloiden auf mittels
PBL vorstrukturierten, mit DNA-Linkern versehenen Goldmasken

(c) DNA-Goldkolloid-Praparation

Abbildung 7.16: Schematischer Prozessverlauf der ortsselektiven Immobilisierung von
DNA-Goldkolloiden auf einem mit DNA-Einzelstrangen versehenen Substrat mit einer
metallischen Lochstruktur. Goldmaske (gelb), DNA-Linker (blau), komplementérer DNA-
Linker (rot), MCH-Schicht (grau), Goldkolloide (gelb).

Nach Optimierung und Anpassung der Polymerblend-Lithographie an die DNA-Linker-
und die DNA-Goldkolloid-Préparation in Form einer verdnderten Prozessfiithrung beim
selektiven PMMA-Lift-Off und bei der Metallbedampfung, sowie eines Austauschs des
verwendeten Metalls wurden diese Priparationsverfahren zu einem gesamten Struktu-
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um

Abbildung 7.17: AFM-Ho6henbild einer mittels Polymerblend-Lithographie, DNA-Linker-
Praparation und DNA-Goldkolloid-Praparation strukturierten Oberfliche mit einer Scan-
feldgrofse von 2 um. Die Goldschicht weist eine teilweise zusammenhéngende Lochstruktur
auf. Die Goldkolloide sind bis auf eine einzige Ausnahme nur auferhalb der Locher oder in
direktem Kontakt zur Goldmaske zu erkennen. Die Hohenmessung zeigt, dass es sich bei
den kugelférmigen Objekten um die préparierten Goldkolloide handelt. Wiahrend sie in der
Abbildung aufgrund der Spitzengeometrie verbreitert erscheinen, ist im Querschnitt eine
korrekte Hohe von 10nm festzustellen.

rierungsverfahren kombiniert. Sdmtliche verwendeten Losungen, Umgebungsbedingun-
gen und Strukturierungsparameter entsprachen den in den Abschnitten [7.4] und
ermittelten, sowie den im einfiihrenden Abschnitt [7.2] erwdhnten. Auf den zuvor mit-
tels Snowjet-Verfahren gereinigten Siliziumsubstraten wurde demnach zunfchst mittels
Polymerblend-Lithographie eine 12nm dicke Goldschicht mit Lochdurchmessern von
teilweise unter 100 nm erzeugt. Anschlielend wurde bei der DNA-Linker-Préparation
auf der Goldoberfliche ein SAM aus thiolterminierten DNA-Linkern und Mercapto-
hexanol erzeugt. Dadurch sollte die dortige Anbindung der bei der darauf folgenden
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Abbildung 7.18: AFM-Phasenbild der mittels DNA-Hybridisierung auf einer Goldmaske
praparierten Goldkolloide, das zur Aufnahme aus Abbildung gehort. Die Goldkolloide
weisen gegeniiber der Goldfliche einen Phasenkontrast auf, der auf die daran gebundenen
DNA-Linker zuriickgefiihrt werden kann.

DNA-Goldkolloid-Préaparation aufgebrachten Nanopartikel ermoglicht werden. Deren
DNA-Linker wiesen die zu den bereits auf der Probe befindlichen Oligonukleotiden kom-
plementére Basenabfolge auf und konnten damit durch die mit der DNA-Hybridisierung
einhergehende Bildung von Wasserstoftbriicken an diese binden. Bei einem optimal ver-
laufenen Strukturierungsprozess wire zu erwarten, dass sich die Goldkolloide demzufolge
lediglich auf der Goldoberflache jedoch nicht auf dem innerhalb der Lcher frei liegenden
Siliziumsubstrat befinden. Der schematische Ablauf der gesamten Lithographie-Methode
ist in Abbildung veranschaulicht.

Abbildung[7.17] zeigt das Hohenbild einer AFM-Aufnahme von einer so strukturierten
Probe, wobei die Scanfeldgréfe 2pm betrigt. Die Goldmaske weist eine Lochstruktur
auf, die teilweise zusammenhéngend ist. Der kleinste Lochdurchmesser liegt bei 90 nm.
In der Goldschicht ist die Korngrofe des aufgedampften Metalls noch deutlich erkenn-
bar. Auferdem befinden sich die priparierten Goldkolloide auf der Probe, die aufgrund
des endlichen Spitzenradius des Cantilevers etwas verbreitert erscheinen. In der Héhen-
messung ist jedoch der korrekte Durchmesser von 10 nm festzustellen. Die Goldkolloide
befinden sich fast ausschlieflich auf der Goldoberfliche, wéhrend fast alle Locher leer
sind. Eine genauere Betrachtung ergibt, dass sich im gezeigten Probenausschnitt 156
Kolloide auf der Goldoberfliche und nur ein Kolloid auf der Siliziumoxidoberflache be-
finden. Dies ist ein eindeutiges Indiz fiir die erfolgreiche Bindung zwischen den Gold-
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Abbildung 7.19: Querschnitte von AFM-Phasenbild und zugehtrigem Hohenbild des in den
Abbildungen und mit dem Pfeil markierten Goldkolloids. Wahrend die Phasen-
messung aufgrund ihrer Sensitivitit fiir die DNA-Linker einen Kolloid-Durchmesser von
etwa 60 nm liefert, kann mit der Messung der Topographie lediglich der Goldkolloid ohne
die angebundenen Linker vermessen werden, weshalb sich ein Durchmesser von etwa 10 nm
ergibt. Dieser Wert wurde anhand der Kolloid-Hohe ermittelt, um durch Spitzenverbreite-
rung bedingte Effekte zu umgehen.
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kolloiden und der Goldschicht, die beide mit komplementéiren DNA-Sequenzen versehen
wurden.

Es ist erkennbar, dass sich noch zahlreiche weitere Goldkolloide in den Lochern be-
finden, allerdings ausschlieklich an deren Rindern und damit wiederum in direktem
Kontakt zur Goldschicht. Dies steht im Einklang mit der aufgestellten These, wonach
die Goldkolloide ausschlieftlich an die Goldschicht binden.

Eine weitere wichtige Information enthélt das Phasenbild dieser AFM-Aufnahme, das
in Abbildung gezeigt ist. Hier sind die Goldkolloide als helle Punkte identifizier-
bar und weisen damit einen Phasenkontrast zur Goldoberfliche auf. Dieser Unterschied
konnte durch die Anbindung der DNA-Linker zu Stande kommen, was ein weiteres In-
diz fiir eine erfolgreiche DNA-Linker-Priparation sowie eine erfolgreiche Herstellung von
DNA-behafteten Goldkolloiden ist.

Der Durchmesser der Goldkolloide im Phasenbild ist im Vergleich zum Hoéhenbild
deutlich vergroftert. Eine Gegeniiberstellung der beiden zugehoérigen Querschnitte ist
in Abbildung gezeigt. Der Durchmesser der Kolloide liegt im Phasenbild bei etwa
60 nm statt der tatsdchlichen 10nm. Der verwendete DNA-Linker ist aus 44 Nukleo-
tiden mit Konturlingen von jeweils etwa 0,5nm aufgebaut. Somit ergibt sich fiir die
DNA-Linker eine Gesamtldnge von etwa 22nm, was bei beiderseitiger Anbindung an
die Goldkolloide zu einem Gesamtdurchmesser von rund 54 nm fiihrt. Dieser Wert steht
im FEinklang mit dem gemessenen Wert von etwa 60nm. Somit kann bei der AFM-
basierten Detektion von DNA [86-89] die Messung des Phasenkontrasts eine wertvolle
Alternative zur Topographie-Messung darstellen.

Es lasst sich festhalten, dass durch die Einfiihrung des kombinierten Strukturie-
rungsverfahrens aus Polymerblend-Lithographie, DNA-Linker-Préparation und DNA-
Goldkolloid-Praparation auf den hierbei in Dimensionen von unter 100 nm lateral he-
terogen vorstrukturierten Substraten eine ortsselektive Immobilisierung von mit DNA-
Einzelstréngen versehenen Nanopartikeln auf der Grundlage der DNA-Hybridisierung
demonstriert wurde. Die ortsselektive Immobilisierung erfolgte dabei unter Beriicksich-
tigung des Fldachenverhiltnisses von Siliziumoxid und Gold von etwa 1:4 zu {iber 97 %
gemaf der durch die nanoskalige Vorstrukturierung bedingten kleinrdumigen chemischen
Oberflachenkartierung.

7.7 Einseitige Anbindung und vertikale Aufrichtung von
TMV-Derivaten auf Oberflachen

Nachdem die ortsselektive Anbindung eines DNA-basierten Trigersystems in Form ei-
ner Immobilisierung von DNA-Goldkolloiden auf nanolithographisch vordefinierten Po-
sitionen demonstriert wurde, sollte nun zusétzlich zur ortsspezifischen Kopplung eine
vertikale Aufrichtung der TMYV realisiert werden, um ein Trégersystem fiir sterisch ide-
al zugéngliche, bioaktive Sensor-Molekiile mit konformativer Freiheit und erhaltener
Funktionalitdt zu schaffen.

Da wie in Abschnitt gezeigt die bei der DNA-Linker-Préiparation eingesetzten
Puffer-Systeme fiir den teilweisen oder sogar vollstindigen Abbau von Kupfer- und
Silberschichten verantwortlich sind, wurde dieser Préparationsschritt zu Beginn der
Strukturierung durchgefiihrt. Eine 12nm dicke Goldschicht, die nach einer 1 nm dicken
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« o

(a) DNA-Linker-Priparation (b) Polymerblend-Lithographie

(c) SCMOL-Schichtdickenverstarkung (d) Viren-Assemblierung

Abbildung 7.20: Schematischer Prozessverlauf der ortsselektiven Immobilisierung und Auf-
richtung von TMV-Derivaten auf einem Substrat mit mafigeschneiderter Lochstruktur
und darin befindlichen, kopplungsaktiven DNA-Einzelstrangen. Silbermaske (weif), DNA-
Linker (dunkelblau), Viren (hellblau), Goldschicht (gelb), MCH-Schicht (grau), SCMOL-
Schicht (orange).

Titanschicht als Haftvermittler auf einen mittels Snowjet gesduberten Silizium-Wafer
aufgedampft wurde, bildete dabei das Ausgangssubstrat fiir die verwendeten Thiol-
terminierten DNA-Linker und die Oberflichenpassivierungsschicht aus Mercaptohexa-
nol. Im zweiten Schritt wurde mittels PBL eine Silbermaske mit Lochdurchmessern von
bis hinab zu 50 nm hergestellt. Die Lochtiefe wurde im dritten Schritt mittels SCMOL-
Schichtdickenverstirkung von 12nm auf 60 nm erhéht, indem die Probe fiir 3h bei 60 °C
in einer DTE-Losung gelagert wurde. Im letzten Schritt wurde die Viren-Assemblierung
von Herrn Fabian Eber am Biologischen Institut der Universitit Stuttgart durchge-
fithrt [37]. Dabei wurde das Ziel einer einseitigen Anbindung der TMV innerhalb der
Locher, sowie einer Aufrichtung entlang der SCMOL-Strukturen mit hohem Aspektver-
héltnis verfolgt. Sdmtliche verwendeten Losungen, Umgebungsbedingungen und Struk-
turierungsparameter entsprachen den in den Abschnitten [7.4] und [7.5] ermittelten, sowie
den im einfiihrenden Abschnitt erwahnten. Der gesamte Préparationsprozess ist in
Abbildung [7.20] in seinem Ablauf veranschaulicht.

Abbildung [7.21] zeigt das Hohenbild einer AFM-Aufnahme von einer mit der beschrie-
benen Lithographie-Methode strukturierten Probe, wobei die Scanfeldgrofe 2pm be-
tragt. Die SCMOL-Schicht weist eine Lochstruktur auf, deren Tiefe bei etwa 60nm
liegt. Es ragen zwei TMV aus den SCMOL-Léchern hervor, deren Linge 135nm be-
tragen sollte. Da die Durchmesser der beiden SCMOL-Locher bei etwa 150 nm liegen,
wéare eine Anbindung der aufgerichteten TMV auf dem Substrat mit den genannten

112



7.7 Einseitige Anbindung und vertikale Aufrichtung von TMV-Derivaten

30

-30

-204

nm

404

-604

0,0 0,2 0.4 0,6 0,8 1,0

Hm

} 150 nm

Abbildung 7.21: AFM-Ho6henbild von mittels DNA-Hybridisierung ortsselektiv immobili-
sierten und mittels PBL und SCMOL-Wachstum aufgerichteten Tabakmosaikviren mit
einer Scanfeldgrofie von 2pum. In der Aufnahme sind zwei 135nm lange TMV (Pfeile) zu
erkennen, die aus den 60 nm tiefen und hier speziell 150 nm breiten Lochern der struktu-
rierten SCMOL-Schicht herausragen. Dem gezeigten Querschnitt ist zu entnehmen, dass
sich die hochste Stelle des TMV 20 nm iiber der umgebenden SCMOL-Maske befindet.
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Grofenverhéltnissen vereinbar. Es ist zu beriicksichtigen, dass die DNA-Linker selbst
eine nicht zu vernachlédssigende Linge von 22 nm besitzen, die zu den 135nm der TMV
noch hinzukommt.

Die Betrachtung des gezeigten Querschnitts ergibt einen Hohenunterschied von etwa
20nm zwischen dem hdéchsten Punkt des aufgerichteten TMV und der umgebenden
SCMOL-Matrix. Die Lochdurchmesser variieren von 200 nm bis hinab zu 50 nm. Durch
das geringfiigige Zuwachsen der Lochstrukturen bei der SCMOL-Schichtdickenverstér-
kung fallen die auftretenden Durchmesser noch etwas geringer als bei der Polymerblend-
Lithographie aus und eignen sich somit ideal fiir die Aufrichtung der TMV. Da die beiden
aufgerichteten TMV in Lochern mit Durchmessern von 150 nm gebunden sind, sind sie
unter einem etwas flacheren Winkel aufgestellt.

In der AFM-Aufnahme sind auf der SCMOL-Oberfliche zwei weitere virenartige Ge-
bilde zu erkennen. Mit Léngen von 75 nm und 100 nm sind sie kiirzer als TMV, weshalb
es sich lediglich um Fragmente derselben handelt.

Da ein an der obersten Stelle des TMV gebundenes, bioaktives Molekiil mit 20 nm
Distanz fernab von Substrateinfliissen an einer Position hoher Zugénglichkeit und insbhe-
sondere konformativer Freiheit immobilisiert wire, kdnnte mit der vorgestellten Priapa-
rationsmethode aus strukturbildender Polymerblend-Lithographie und SCMOL-Schicht-
dickenverstarkung, sowie aus fiir die Ankopplung verantwortlicher DNA-Linker-Pripara-
tion und Viren-Assemblierung ein hochsensitives Detektionsverfahren durch Herstellung
von Nano-Sonden auf der Basis von ortsselektiv gebundenen, aufrecht stehenden TMV
als Trégersystem realisiert werden. Dabei steht auch die Méglichkeit zur Verfiigung die
SCMOL-Schichtdickenverstérkung erst nach erfolgter Viren-Assemblierung einzusetzen,
um die noch flach auf dem Substrat liegenden, einseitig gebundenen Virionen an einer
Materialgrenze nach dem Wagenheber-Prinzip aufzurichten und den Strukturierungs-
prozess auf diese Weise noch zu verbessern.

7.8 SCMOL-Schichtbildung mit Monothiolen

Zur Kldrung der Frage, ob es sich bei den in Abschnitt beschriebenen Schichten, die
sich auf Kupfersubstraten gebildet haben, um substratkonsumierende metallorganische
Schichten (SCMOL) handelt, wurden diese eingehend untersucht. Das Besondere ist,
dass sie sich aus einem Molekiil bilden, das nur eine Thiolgruppe besitzt. Bisher wur-
de das SCMOL-Wachstum nur fiir zwei- oder mehrfach thiolfunktionalisierte Molekiile
beschrieben. Die aus Kupfer und dem Monothiol Mercaptohexanol (MCH) gebildeten
Schichten wurden mittels EDX auf ihre Elementzusammensetzung und mittels AFM auf
ihr Wachstumsverhalten hin untersucht.

7.8.1 Elementzusammensetzung von MCH-SCMOLs

Zunéchst wurden die durch Immersion von Kupfersubstraten in Mercaptohexanol-Lo-
sungen gebildeten Schichten mittels EDX auf ihre Elementzusammensetzung hin analy-
siert. Bei Vorliegen einer SCMOL-Schicht ist ein bestimmtes stéchiometrisches Verhalt-
nis zwischen den in der Schicht enthaltenen Kupferatomen und den in den Mercapto-
hexanol-Molekiilen enthaltenen Schwefelatomen zu erwarten, das bei einem fiir SCMOL
typischen Aufbau bei 1:1 liegen sollte.
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Fiir die Untersuchung wurden zunéchst zwei Proben mit unterschiedlichen Wachs-
tumsdauern hergestellt. Nach einer Bedampfung von gereinigten Siliziumstiicken mit
jeweils 12nm Kupfer wurden diese bei 60 °C fiir 1 h beziehungsweise 3 h in eine wéssrige
Mercaptohexanol-Losung mit einer Konzentration von 1mmol/l gebracht, mit Wasser
abgespiilt und mit einem Stickstoffstrahl getrocknet. Anschliefsend wurden die beiden
Proben ins Rasterelektronenmikroskop eingeschleust und eine EDX-Messung mit einer
Beschleunigungsspannung von 10 kV vorgenommen. Fiir die Probe mit einstiindiger Im-
mersion in MCH ergab sich ein Verhaltnis zwischen den Kupfer- und Schwefelatomen
von 74 % und 26 %. Bei der fiir drei Stunden eingetauchten Probe lag der prozen-
tuale Anteil der Kupferatome bei 57 % und jener der Schwefelatome bei 43 %. Bei
langerer Wachstumsdauer und damit bei erhShter Schichtdicke gleichen sich die Ele-
mentverhéltnisse aneinander an. Die Abnahme des relativen Anteils der Kupferatome
liegt am zunehmenden Abbau der Kupferschicht bei gleichzeitigem Einbau von Schwe-
felatomen aus der MCH-Losung. Bei einer vollstindig durchgewachsenen Schicht sollte
der Anteil beider Atomsorten demnach bei jeweils 50 % liegen. Damit wére die oben
genannte Voraussetzung fiir den Nachweis einer SCMOL-Schicht erbracht. Es ist mit
Mercaptohexanol demnach erstmals moglich SCMOL-Schichten mit einem Monothiol
zu erzeugen. Eine genauere Untersuchung der Wachstumsparameter wird im folgenden
Abschnitt durchgefiihrt.

7.8.2 Zeit- und Temperaturabhingigkeit der Schichtdicke von
MCH-SCMOLs

Um den Wachstumsprozess der mittels Mercaptohexanol gebildeten Schichten mit dem
bereits bekannter SCMOLs vergleichen zu kénnen, wurde die Abhéngigkeit der resultie-
renden Schichtdicke von der Wachstumsdauer und der Umgebungstemperatur bei dieser
Art der Schichtbildung untersucht.

Dazu wurden mehrere mit 12nm Kupfer bedampfte Siliziumproben fiir unterschied-
lich lange Zeiten bei Raumtemperatur in die wéssrige 1 mmol/1 MCH-Losung gelegt.
Es wurden Wachstumszeiten von 0,5, 1, 2 und 3 h gew#hlt. Die Kanten der gebildeten
Schichten wurden zur Hohenbestimmung anschliefsend mit dem AFM untersucht. Bei
den Proben mit halb- und einstiindiger Wachstumszeit konnte keine Schichtbildung be-
obachtet werden. Das in Abbildung [7.22)(a) gezeigte Hohenbild einer AFM-Aufnahme
der Schichtkante der fiir zwei Stunden eingetauchten Kupferprobe zeigt mit etwa 23 nm
zwar lediglich eine leicht erhohte Schichtdicke, weist jedoch einen etwa 100nm hohen
Wulst am Rand der Schicht auf. Bei dem in Abbildung [7.22(b) dargestellten Hohenbild
einer AFM-Aufnahme der Probe mit dreistiindiger Wachstumsdauer ist ein Héhenun-
terschied von 46 nm statt der urspriinglichen 12 nm festzustellen. Auch hier ist ein Wulst
mit etwa 100nm Hohe am Schichtrand zu erkennen. Dieser kénnte durch die erhohte
Rauigkeit am Rand der aufgedampften Kupferschicht und die damit an dieser Stelle er-
héhte Wachstumsgeschwindigkeit entstanden sein. Das eigentliche Schichtwachstum ist
bei Raumtemperatur abgesehen von der Wulstbildung also erst nach einigen Stunden
als solches zu erkennen und damit fiir eine Verwendung in der Probenpréparation sehr
langsam. Da sich der Wachstumsprozess bei bereits bekannten SCMOL-Schichten durch
die Zufuhr von Wérme beschleunigen lasst, wurde die obige Untersuchung noch einmal
im Wéarmeschrank bei 60 °C wiederholt.
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Abbildung 7.22: AFM-Hohenbilder ~ von  bei  Raumtemperatur in  1mmol/]
Mercaptohexanol-Losung gelagerten 12nm dicken Kupferschichten. (a) Bei der fiir
2h eingetauchten Kupferschicht ist mit 23 nm eine geringe Schichtbildung zu erkennen. (b)
Bei der fiir 3h eingetauchten Kupferschicht ist eine etwa 46 nm hohe Schicht erkennbar.
Bei beiden Proben ist zudem ein etwa 100 nm hoher Wulst am Rand der urspriinglichen
Kupferschicht zu sehen, der durch die an dieser Stelle erh6hte Rauigkeit und die damit
verbundene erh6hte Wachstumsgeschwindigkeit entstanden sein kénnte.

116



7.8 SCMOL-Schichtbildung mit Monothiolen

£
-1
0
0 5 10 15 20
um
150
100 -
50 ™~
[
o /]
c e - !
S \ 29 nm
—_ gy
50
-100 -
-150
T T T 1
0 5 10 15 20
um
(a) 60°C, 0,5h
5
£
3
0
0 5 10 15 20
um
150
100
’/‘\"
50 4 . \
E o-
-50 o
-100
-150 -
T T T T 1

pm

(b) 60°C, 1h

Abbildung 7.23: AFM-Ho6henbilder von bei 60 °C in 1 mmol/l Mercaptohexanol-Losung ge-
lagerten 12nm dicken Kupferschichten. (a) Bei der fiir 0,5h eingetauchten Kupferschicht
ist mit 29 nm eine geringe Schichtbildung, sowie ein etwa 70 nm hoher Wulst am Rand der
urspriinglichen Kupferschicht zu erkennen. (b) Bei der fiir 1h eingetauchten Kupferschicht
ist zu erkennen, dass sich neben dem Wulst am Rand der urspriinglichen Kupferschicht
eine etwa 101 nm hohe Schicht gebildet hat.
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Abbildung 7.24: AFM-Hohenbilder von bei 60 °C in 1 mmol/1 Mercaptohexanol-Lisung ge-
lagerten 12nm dicken Kupferschichten. (a) Bei der fir 2h eingetauchten Kupferschicht
betrégt die Schichtdicke betrédgt bereits 250 nm. (b) Bei der fiir 3h eingetauchten Kupfer-
schicht hat sich die Schichtdicke mit 256 nm gegeniiber der zweistiindigen Immersion nur
noch leicht erhoht, was auf das Erreichen der maximalen Schichtdicke schliefsen 1dsst.
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Abbildung 7.25: Schaubild der mit dem AFM bestimmten Schichtdicken von MCH-
SCMOLs auf Kupfer fiir unterschiedliche Temperaturen und Wachstumsdauern.

Die mit Wachstumszeiten von 0,5, 1, 2 und 3h bei 60°C in 1 mmol/l MCH-L6sung
eingetauchten 12nm dicken Kupferschichten wurden wiederum mit dem AFM auf ihre
resultierende Schichtdicke hin untersucht. Die in Abbildung[7.23|a) gezeigte Schichtkan-
te der fiir 30 min eingetauchten Kupferprobe im Héhenbild einer AFM-Aufnahme zeigt
mit etwa 29 nm bereits eine leicht erhéhte Schichtdicke, sowie abermals einen etwa 70 nm
hohen Wulst am Rand der Schicht. Bei dem in Abbildung [7.23|(b) dargestellten AFM-
Hohenbild der fiir eine Stunde eingetauchten Probe ist bereits eine 101 nm hohe Schicht
zu erkennen, so dass der am Rand iibliche Wulst sich von der restlichen Schicht nur
noch leicht abhebt. Das in Abbildung [7.24)(a) gezeigte Hohenbild einer AFM-Aufnahme
der fiir zwei Stunden behandelten Kupferschicht illustriert das weiter voran schreitende
Schichtwachstum. Die Hohendifferenz zwischen der MCH-SCMOL und dem Silizium-
substrat betrdgt hier bereits 250 nm. Die dreistiindige Immersion, deren Resultat im
in Abbildung [7.24)(b) dargestellten AFM-Hohenbild der zugehérigen Probe zu sehen ist,
zeigt nur noch geringe Verdnderungen. Mit einer Schichtdicke von 256 nm ist eine geringe
Zunahme der Schichtdicke zu verzeichnen und die Endhéhe der SCMOL damit erreicht.
Alle ermittelten Schichtdicken sind nochmals in Abbildung zusammengefasst.

Es ldsst sich demnach konstatieren, dass mittels Mercaptohexanol-Losungen auf Kup-
ferschichten gebildete SCMOL-Schichten einen maximalen Schichtdickenverstirkungs-
faktor von etwa 20 besitzen und ihre Endhohe bei 60°C bereits nach rund 3h errei-
chen. Demnach wére mit MCH die Bildung hdherer und schneller wachsender SCMOL-
Schichten als mit DTE moglich. Bei DTE betragt die maximale Verstarkung der Schicht-
dicke etwa 10 und wird nach etwa 3,5h im Warmeschrank bei 60 °C erreicht. Bisher
konnte ein erfolgreiches SCMOL-Wachstum mit Mercaptohexanol allerdings nur auf
Kupfer- und nicht auf Silberschichten demonstriert werden, was mit DTE beispielsweise
ebenfalls moglich ist. Mercaptohexanol stellt demzufolge zumindest auf Kupferschichten
eine interessante Alternative zu dem ebenfalls in Wasser 16slichen DTE dar.
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7.9 Zusammenfassung

Durch die Kombination von Polymerblend-Lithographie, DNA-Linker-Priparation und
DNA-Goldkolloid-Praparation wurde eine Lithographie-Methode entwickelt, welche die
ortsselektive Immobilisierung von Gold-Nanopartikeln unter Ausnutzung der DNA-Hy-
bridisierung entsprechend einer nanoskaligen chemischen Oberflichenkartierung ermog-
licht. Vor der Praparation der mit DNA-Linkern versehenen, 10 nm grofsen Goldkolloi-
de und der komplementdren DNA-Linker auf der Probenoberfliche wurde diese mit-
tels Polymer-Phasenseparation vorstrukturiert, wodurch nach Metallbedampfung und
Polymer-Lift-off-Prozessen eine Gold-Lochmaske mit besonders kleinen Durchmessern
im Bereich von unter 100 nm und Tiefen von 12nm entstand. Mit dieser Methode der
Nanolithographie ist durch die Selbstorganisation von Polymeren die grofsflichige Her-
stellung von Metallmasken moglich. Bei dem darauffolgenden DNA-basierten Immobili-
sierungsprozess zeigte sich eine hohe Ortsselektivitidt. Wahrend sich mehr als 97 % der
DNA-Goldkolloide im Kontakt mit der DNA-behafteten Goldschicht befanden, wurden
weniger als 3 % der Goldkolloide innerhalb der Siliziumoxid-Locher ohne Kontakt zur
Goldmaske nachgewiesen.

Darauf aufbauend wurde eine Priparationsmethode entwickelt, anhand derer 135 nm
lange, hohlzylindrische Tabakmosaikviren nicht nur ortsselektiv immobilisiert, sondern
sogar auf dem Substrat anndhernd senkrecht aufgerichtet werden kénnen. Mit PBL wur-
den dabei Silber-Lochmagken mit den gewiinscht kleinen Durchmessern von bis hinab zu
50 nm hergestellt und die Tiefe anschliefend mittels SCMOL-Schichtdickenverstarkung
von urspriinglich 12nm auf die benétigten 50 nm bis 100 nm erhéht. Die Kopplung wur-
de mittels DNA-Linker-Préparation und abschliefender Viren-Assemblierung realisiert.
Mit ihrer genetisch modifizierbaren Protein-Ummantelung und ihrer starren zylindri-
schen Gestalt wohldefinierter Linge wiren die mit dieser Methode immobilisierten und
aufgerichteten Virus-Derivate durch Kombination mit bioaktiven Detektor-Molekiilen,
die aufgrund ihrer somit exponierten Position konformative Freiheit aufwiesen, als orts-
selektiv adressierbare und gleichzeitig sterisch optimal zugéngliche Sondensysteme mit
hoher Nachweisempfindlichkeit ideal geeignet.

Im Rahmen der Entwicklung der vorgestellten Lithographie-Methode zeigte sich au-
ferdem die Moglichkeit der SCMOL-Bildung mit Monothiolen auf Kupferschichten. Mer-
captohexanol ist das erste beschriebene Molekiil mit nur einer Thiolgruppe, mit dem sich
SCMOL-Schichten bilden lassen. Bisher wurden nur zwei- oder mehrfach thiolterminierte
Molekiile als SCMOL-Bildner identifiziert. Mercaptohexanol zeigte eine temperaturab-
hingige Wachstumsgeschwindigkeit und eine maximale Schichtdickenverstirkung vom
Faktor 20, die damit etwa doppelt so grof ist wie die vom ebenfalls wasserloslichen
SCMOL-bildenden Molekiil Dithioerythritol (DTE).
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Da die Analyse von Oberflicheneigenschaften auf der Langenskala von einigen 100 pm
bislang entweder niedrig aufgeldsten oder nicht-quantitativen Messtechniken vorbehal-
ten war, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein AFM mit ultragrofem Scanbereich von
800 pm x 800 pm entwickelt und zur Untersuchung biofunktioneller Oberflichen mit
Anwendungspotential in der Biosensorik herangezogen. Mit Hilfe der durchgefiihrten
Analysen konnten quantitative Aussagen iiber den bei der Dip-Pen-Nanolithographie
ablaufenden Schreibvorgang getroffen und eine Lithographie-Methode zur einseitigen
Anbindung und vertikalen Aufrichtung zylindrischer Tabakmosaikviren entsprechend
einer nanoskaligen Vorstrukturierung von Metallsubstraten und unter Ausnutzung von
DNA-Hybridisierung entwickelt werden. Zudem ist mit diesem AFM die Grundlage fiir
die Detektion zusidtzlicher Probeneigenschaften auf dieser Léngenskala geschaffen, die
mit géngigen Messmethoden nicht erfasst werden kénnen, wie insbesondere die Untersu-
chung tribologischer, elastischer, chemischer, magnetischer oder elektrischer Eigenschaf-
ten.

Das aufgebaute Large-Scale-AFM-System basiert auf einem bereits zuvor in unserer
Arbeitsgruppe entwickelten Messkopf und einer neuartigen Messbasis, die einen aus Sta-
pelpiezoaktoren aufgebauten x-y-Scantisch und z-Scanner enthélt. Mit dem entwickelten
AFM-System konnte anhand von Aufnahmen mit Scanfeldgréfen von 800 um bis hinab
zu bpm dessen Funktionalitdt vom angestrebten Submillimeter- bis hin zum AFM-
typischen Nanometer-Bereich demonstriert werden. Dabei zeigte sich neben der aus-
gezeichneten Driftstabilitdt nicht nur eine sehr gute laterale Auflésung, sondern auch
eine hervorragende vertikale Auflésung. Diese kann auf einen Wert von unter 1 nm abge-
schétzt werden, da beispielsweise nicht nur ein etwa 1 nm hoher SAM, sondern auch noch
im darunter liegenden Siliziumoxidsubstrat befindliche Polierkratzer abgebildet werden
konnten. Mit der Implementierung und Anwendung des Force-Mapping-Modes im ul-
tragroken Messbereich, bei dem durch das zusétzliche Abfahren von Kraft-Abstands-
Kurven an jedem Messpunkt neben der Topographie auch die jeweilige Adhésionskraft
ermittelt wird, konnte zudem die Vielfaltigkeit der Messmethoden des AFM auch im
ultragrofsen Messbereich angedeutet werden.

Das Large-Scale-AFM wurde im Rahmen dieser Arbeit hauptsichlich zur Untersu-
chung biofunktioneller Oberflichen herangezogen, deren Herstellung in der Nanotech-
nologie eine wachsende Bedeutung zukommt. In enger Kooperation mit biologischen
Arbeitsgruppen befasst sich unsere Arbeitsgruppe mit dem Design funktioneller Ober-
fldchen fiir die biologische Anwendung. Dies reicht von Untersuchungen zur Methodik
und Anwendung der Dip-Pen-Nanolithographie (in Kooperation mit der Arbeitsgrup-
pe von Prof. Fuchs und Dr. Hirtz am Institut fiir Nanotechnologie am Karlsruher In-
stitut fiir Technologie) iiber die Untersuchung von funktionellen, nanostrukturierten
Pflanzenoberflichen (in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Barthlott an der
Universitdt Bonn) bis zu einem ganz neuen Konzept der Aufrichtung von am Ende funk-
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tionalisierten Tabakmosaikviren (in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Jeske
und Prof. Wege an der Universitat Stuttgart).

Da bei der Dip-Pen-Nanolithographie als ein Verfahren zur Herstellung solcher bio-
funktioneller Oberflichen bislang kaum quantitative Aussagen zum dort auftretenden
Tinteniibertrag existierten, wurde eine Large-Scale-AFM-Analyse an mittels dieser Litho-
graphie-Methode geschriebenen, punktférmigen Lipid-Strukturen hinsichtlich ihrer Be-
netzungszeit-Abhéngigkeit durchgefiihrt. Bei der AFM-Untersuchung wurde der volle
Scanbereich von 800 um ausgenutzt und alle 4125 wegen ihres flissigkristallinen Auf-
baus schwierig abzubildenden Lipid-Punkte vermessen, weshalb einerseits sowohl eine
aussagekriftige Statistik als andererseits auch eine hohe Messgenauigkeit durch nahezu
konstante Umgebungsbedingungen und Spitzenbeschaffenheiten erzielt werden konnten.
Es wurde festgestellt, dass sich nach einer beim Schreibvorgang auftretenden Wartezeit
erst nach einer stets dhnlichen Anzahl von Punkten ein konstantes Tintenvolumen und
zuvor ein erhéhtes und gleichsam abfallendes Volumen ergibt. Bei der weiteren Auswer-
tung wurden daher nur die Punkte des konstanten Niveaus beriicksichtigt. Der Einfluss
der Benetzungszeit auf das Tintenvolumen war klar erkennbar und folgte einem linearen
Zusammenhang. Durchschnittlich wurden bei der beim Schreibprozess vorherrschenden
Luftfeuchtigkeit von 35 % Tintenvolumen des Phospholipids DOPC in der Grofenord-
nung von etwa 16 fl/s iibertragen. Eine Benetzungszeit-Abhéngigkeit der Regelméfigkeit
der geschriebenen Volumina wurde nicht festgestellt. Die prozentualen Abweichungen
der Punktvolumina lagen innerhalb einzelner am Schreibvorgang beteiligter Spitzen bei
12 % und die der Spitzen untereinander bei 45 %. Die grokten Schwankungen kom-
men demnach durch das unterschiedliche Benetzungsverhalten der einzelnen Spitzen
beim zuvor erfolgenden Dipping-Prozess zu Stande, was an deren Geometrie oder de-
ren Oberflichenbeschaffenheit liegen konnte. Abhilfe konnte bei dieser Problematik eine
chemische Vorbehandlung der Spitzen schaffen.

Mit der Entwicklung einer Lithographie-Methode zur nanoskalig ortsselektiven Im-
mobilisierung von Gold-Nanopartikeln unter Ausnutzung von DNA-Hybridisierung wur-
de an die vorhergehenden AFM-gestiitzten, biologisch motivierten Untersuchungen an-
gekniipft. Es wurden hierbei zunéchst Oberflichen mittels Polymer-Phasenseparation
vorstrukturiert, wodurch nach Metallbedampfung und Polymer-Lift-off-Prozessen eine
Gold-Lochmaske entstand. Diese wurde anschliefsend mit DNA-Linkern und mit 10 nm
groken Goldkolloiden prépariert, an die zuvor komplementire DNA-Linker angebun-
den wurden. Die grofie Besonderheit dieses Immobilisierungsprozesses liegt in der hohen
Ortsselektivitdt. Das Verhéltnis der auf der DNA-behafteten Goldschicht und der auf
dem unbehandelten Substrat befindlichen DNA-Goldkolloide ist eindeutig. Etwas mehr
als 97 % der DNA-behafteten Goldkolloide wurde im Kontakt mit der komplementéir
DNA-behafteten Goldmaske nachgewiesen.

Da die den Goldkolloiden anhaftenden DNA-Linker dem Anfangsabschnitt der Tabak-
mosaikviren-RNA entsprechen, wurde auf der Basis dieses Verfahrens eine Lithographie-
Methode entwickelt, anhand deren 135nm lange, hohlzylindrische Tabakmosaikviren-
Derivate nicht nur ortsselektiv immobilisiert, sondern sogar auf dem Substrat anné-
hernd senkrecht aufgerichtet werden koénnen. Mit dieser als ,Functionality-on-a-Stick"
bezeichneten, konstruktiven Lithographie-Methode wird der Einsatz definierter Chemie
an definierter Stelle ermdoglicht, wobei die verwendeten molekularen Systeme sowohl
ideale sterische Zuginglichkeit besitzen, als auch die Freiheit Konformationen auszubil-
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den und zu dndern. Mit polymerbasierter Nanolithographie wurden dabei mafigeschnei-
derte Silber-Lochmagken mit den gewiinscht kleinen Durchmessern von bis hinab zu
50 nm hergestellt und die Tiefe anschliefend mittels Wachstum einer substratkonsumie-
renden metallorganischen Schicht (SCMOL) von urspriinglich 12 nm auf die bendtigten
50 nm bis 100 nm erhéht. Die DNA-basierte Kopplung wurde mittels praparierter Oligo-
nukleotide und abschliefsend auf der Oberfliche assemblierter Viren realisiert. Mit ihrer
genetisch modifizierbaren Protein-Hiille und ihrer starren, tubuldren Gestalt wohldefi-
nierter Lénge wiren die mit dieser Methode immobilisierten und aufgerichteten Virus-
Derivate durch Kombination mit Funktionstragern wie bioaktiven Detektor-Molekiilen
mit konformativer Freiheit und damit vollstindig erhaltener Funktionalitét als ortsse-
lektiv adressierbare und gleichzeitig sterisch optimal zugingliche Nano-Sonden-Systeme
mit hoher Nachweisempfindlichkeit ideal geeignet.

Bei der Entwicklung der vorgestellten Lithographie-Methode zeigte sich auferdem
die Moglichkeit der SCMOL-Bildung mit Monothiolen auf Kupferschichten. Wéhrend
bisher nur zwei- oder mehrfach thiolterminierte Molekiile als SCMOL-Bildner identi-
fiziert wurden, ist Mercaptohexanol (MCH) das erste beschriebene Molekiil mit nur
einer Thiolgruppe, mit dem sich SCMOL-Schichten bilden lassen. Bei der AFM-Analyse
von mit MCH erzeugten SCMOL zeigten diese eine temperaturabhiingige Wachstums-
geschwindigkeit und eine maximale Schichtdickenverstdrkung vom Faktor 20, was dem
doppelten Wert entspricht, der mit dem ebenfalls wasserléslichen SCMOL-bildenden
Molekiil Dithioerythritol (DTE) maximal erreicht werden kann.

Nachdem in dieser Arbeit nicht nur ein Large-Scale-AFM-System entwickelt, son-
dern auch dessen Anwendungspotential anhand von Analysen verschiedener biofunk-
tioneller Systeme von der Submillimeter- bis hinab zur Nanometer-Skala gezeigt wur-
de, konnte der nichste Entwicklungsschritt darin bestehen, die Vielzahl verschiedener
Untersuchungsmoglichkeiten eines AFM ebenfalls auf den ultragrofsen Messbereich zu
iibertragen. Wiahrend die Untersuchung tribologischer Eigenschaften oder chemischer
Kontrastierungen mit dem aufgebauten System bereits demonstriert wurde, wéren fiir
die Analyse magnetischer oder ferroelektrischer Proben aufgrund der offenen Konzep-
tion des AFM vergleichsweise geringe Modifizierungen des Systems notig. Somit wiir-
de das Large-Scale-AFM diesen Messbereich, der zuvor niedrig aufgelésten oder nicht-
quantitativen Messtechniken vorbehalten war, mit hochaufgelosten Aufnahmen, sowie
quantitativen Messdaten zu verschiedensten Messgréfien noch weiter bereichern.
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