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Kapitel 1

Einleitung

Wihrend der letzten Jahrzehnte waren auf feste Substrate gestiitzte Lipidschichten ein
Feld intensiver Forschung [1-4]. Die strukturelle Ahnlichkeit von unterstiitzten Lipid-
doppelschichten mit einer cytoplasmischen Membran, die jede biologische Zelle rdumlich
definiert und deren Basis Lipide in Form einer Doppelschicht sind [5], macht sie zu einem
hoch interessanten biomimetischen Modellsystem zum Studium von Zellprozessen wie
Zellerkennung [6], enzymatischer Aktivitit von Membranproteinen [7] oder lonen-
transport [8,9], die alle auf die Zellmembran lokalisiert sind. Uber eine Vielzahl von An-
wendungen, die auf unterstiitzten Lipiddoppelschichten basieren, wie die Entwicklung
von Biosensoren [7,10], die Kristallisation von Membranproteinen [11,12] und die Im-
mobilisierung von DNA [13] wurde berichtet.

Gestlitzte Lipiddoppelschichten konnen als selbstorganisierte zweidimensionale fliissige
Systeme angesehen werden, deren strukturelle Eigenschaften von einem komplizierten
Wechselspiel zwischen elektrostatischen, sterischen, van der Waals- und Hydratations-
kraften kontrolliert werden. Durch den Fakt, dass die laterale Fluiditit der unterstiitzten
Doppelschicht (beide Einzelschichten konnen lateral frei diffundieren) essentiell flir die
Membranfunktion in einer Zelle ist, spielt die Wechselwirkung zwischen Lipidschicht
und dem darunter liegendem Substrat eine wichtige und kritische Rolle. Zur Erhaltung der
natiirlichen Membraneigenschaften wurden in Wasser quellfdhige (hydrophile) Polymer-
oder Polyelektrolytpolster an der Grenzflache zwischen Substrat und Membran verwen-
det, die als deformierbares und mobiles Substrat agieren, das vergleichbar mit dem Zyto-
skelet lebender Zellen ist [14]. Solche ,,weich* abgestiitzten Lipiddoppelschichten konnen
durch die Prasenz des unterstiitzenden Polymergels, das einen Wasserfilm zwischen fes-
tem Substrat und Membran einschliefft, vom Substrat nahezu ungestort existieren, was die
natiirliche Fluiditdt mit einschlieft [15].

Eine hybrid bilayer membrane (HBM) [16-19] besteht aus einer selbstagregierenden Mo-
nolage (SAM), die kovalent an eine anorganische Substratoberfliche gebunden ist und
eine Teilschicht der Doppelschichtmembran représentiert, sowie einem Lipidmonolayer,
der die obere Teilschicht der Membran reprasentiert. Entwickelt wurde dieses Modell-
system von C. W. Meuse et al. um die Stabilitit dieses Systems an Luft zu verbessern
[20].

Eine wichtige Eigenschaft von Doppelschichtmembranen ist der Hauptphaseniibergang,
bei dem fliissigkeitsdhnliche Kohlenstoffketten wéhrend des Kiihlens abrupt zu einer aus-
gestreckten Form tibergehen [21]. Die Temperatur dieses Hauptphaseniibergangs der
nicht nur an Lipidvesikeln sondern auch an unterstiitzten Doppelschichten und HBMs
beobachtet wurde, spielt eine entscheidende Rolle.

Die Aufgabe dieser Arbeit wurde von der Fragestellung geleitet, wie mittels gezielter
Modifikationen des unten liegenden SAMs die Struktur von Lipidfilmen, die in einem
Selbstorganisationsprozess auf dieser Schicht aufwachsen, gesteuert werden kann.
Wihrend sterische und Hydratationskréfte eine entscheidende Rolle bei der strukturellen
Organisation von Lipidfilmen im voll hydratisierten Zustand (unter Wasser) spielen, soll-
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ten die langreichweitigen van der Waals Wechselwirkungen die intermolekularen Krifte
zwischen SAM und Lipid an Luft dominieren. Ein besseres Verstindnis dieser molekula-
ren Wechselwirkungen wurde in dieser Arbeit iiber eine Reihe von Modifikationen, die
sowohl die Phospholipidsschicht aber insbesondere die SAM-Schicht betrafen, ange-
strebt:

* Da HBMs einen vielversprechende Ansatz zur Entwicklung von an Luft unter Umge-
bungsbedingungen arbeitenden Biosensoren liefern, ist ein Verstdndnis der Stabilitét
und auch der Ursachen, die zu einer Degradierung fiihren, von groflem Interesse. Da
bekannt ist, dass die Hauptphaseniibergangstemperatur sowohl von dem Hydratisie-
rungsgrad [22] als auch von Peptid-Inkorporationen [23] beeinflusst wird, ist zu ver-
muten, dass auch die Langzeitstabilitéit infolge verdnderter Fluiditét tangiert wird. Die
Erkenntnis, dass beschidigte Lipiddoppelschichten bei vorhanden sein von zusitzli-
chen Lipidmolekiilen sich in einem Selbstheilungsprozess reparieren [24], wirft sofort
die Frage auf, ob dieser Prozess auch bei degradierten HBMs ablautft.

* Die Bindungstirke zwischen Lipidschicht und SAM, die an Luft nur durch van der
Waals Krifte bestimmt wird, sollte auf einer glatten Oberfliche kleiner sein als auf
einer korrugierten Oberfliche. Durch einen Vergleich der lamellaren und lateralen
Struktur von Phospholipidfilmen, die auf diesen beiden unterschiedlich Oberfldchen
aufgewachsen sind, wurde diese Vermutung experimentell untersucht. Eine Moglich-
keit, die Rauhigkeit der SAM-Schicht zu verdndern, ergab sich durch Verwendung
von zwei verschiedenen Molekiilen zum Aufbau der Schicht, die nur in der Ketten-
lange variieren. Solche zweikomponentigen SAMs, die gegeniiber einkomponentigen
SAMs eine ,,rauhere* Oberfliche aufweisen, wurden schon von Bain et al. [25] zur
Kontrolle von Oberflacheneigenschaften eingesetzt. Sie benutzten einen hydroxyl-
terminierten Thiol-SAM auf einer Goldoberfliche, der aus zwei unterschiedlich lan-
gen Molekiilarten aufgebaut war, und bestimmten eine signifikante Zunahme des
Wasser-Kontaktwinkels im Falle des gemischten SAMs. Eine Verbiegung der lange-
ren Alkylketten resultiert in der Exposition von Methyl- und Hydroxylgruppen an der
Oberfliche. Im Rahmen dieser Arbeit wurden solche gemischten SAMs auf der Basis
von Alkylsiloxan-Filmen auf hydroxylierten Si-Oberflichen pripariert und unter-
sucht.

* Photochemische Prozesse, hervorgerufen durch UV-Bestahlung mittels einer Eximer-

Lampe, sind ein weiteres Verfahren zur Modifikation einer SAM-Oberfléche [26-29].
Durch gezielte Auswahl der Belichtungsparameter ist es moglich, einen Alkyl-SAM
so zu verdndern, dass die urspriinglich hydrophobe Oberfliche (Wasserkontaktwinkel
ca. 110°) in eine hydrophile Oberfliche (Wasserkontaktwinkel ca. 45°) umgewandelt
wird. Zudem lésst dieses Verfahren die Verwendung von Belichtungsmasken zu, mit
denen laterale hydrophil/hydrophob-Strukturen im Mikrometerbereich auf den SAM-
Oberflidchen erzeugt werden konnten.
Ein signifikanter Unterschied in der Hydrophilizitit einer Oberflache sollte dement-
sprechend einen Einfluss auf die Ausrichtung der amphiphilen Lipidmolekiile, die
einen hydrophilen und ein hydrophoben Bereich besitzen, haben. Ubergiinge von
hydrophoben zu hydrophilen Oberflichenbereichen bieten nicht nur eine Moglichkeit
zur Untersuchung der Adsorption im Ubergangsbereich unter lateral variierenden
Bedingungen, sondern konnten auch zu einem besseren Verstidndnis der Wechsel-
wirkungen zwischen Lipidmolekiilen fiihren.
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Kapitel 2

Grundlagen

In diesem Kapitel wird ein kurzer Uberblick iiber die verwendeten organischen Schicht-
systeme gegeben. Im Anschluss werden die verschiedenen zur Charakterisierung dieser
organischen Schichtsysteme verwendeten Analysemethoden vorgestellt.

2.1 Seltf-Assembled Monolayers (SAMs)

Als selbstorganisierte Monolagen bezeichnet man molekulare Verbinde, die sich spontan
durch Immersion eines geeigneten Substrates in eine Losung, bestehend aus einer oberfla-
chenaktiven Substanz in einem organischen Losungsmittel [30], durch Wachstum aus der
Gasphase [31] oder durch Mikro-Contact-Printing [32,33] bilden. Vom energetischen und
strukturellen Standpunkt gesehen, lassen sich alle selbst organisierten Molekiile in drei
Teile gliedern: Kopfgruppe, Spacer und Endgruppe (siche Abbildung 2.1).

Die Kopfgruppe wird iiber einen exothermen Prozess an die Substratoberfliche gebunden.
Die sehr starken Molekiil-Substrat-Wechselwirkungen resultieren in einer chemischen
Bindung der Kopfgruppe an einen spezifischen Oberflichenplatz. Diese Bindung kann
kovalent, kovalent mit einem polaren Anteil oder auch ionisch sein. Die damit verbunde-
nen Bindungsenergien liegen im Bereich von einigen 10 kcal/mol (10 kcal/mol entspre-
chen 0,435 eV pro Bindung) [30].

Der Spacer, der sich zwischen Kopf- und Endgruppe befindet, und oft den groBten Teil
des Molekiils ausmacht, besteht meist aus einer Alkylkette oder Phenylringen. Die inter-
molekularen van der Waals Krifte sind in der GréBenordnung von weniger als
10 kcal/mol (exotherm) [30]. Dieser Teil des Molekiils ist verantwortlich fiir die Bildung
einer hoch geordneten und dichten Schicht, nachdem die SAM-Molekiile an die Substrat-
oberfliche gebunden sind.

Die Endgruppe bildet den Abschluss des SAM zur Umgebung und bestimmt zum grof3en
Teil die chemischen Eigenschaften der Schichtoberfléchen.

Die Moglichkeit, Kopf- und Endgruppe der den SAM bildenden Molekiile fast beliebig
zu wihlen, macht diese Schichten zu exzellenten Systemen fiir ein fundamentaleres Ver-
stindnis von Phidnomenen, die durch konkurierende intermolekulare-, Molekiil-Substrat-
und Molekiil-Losungs-Wechselwirkungen wie Wachstum, Benetzung, Adhésion, Rei-
bung und Korrosion beeinflusst werden [34].
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— Endgruppe

— Spacer
— Kopfgruppe

Substrat

Abbildung 2.1: Schematischer Aufbau einer SAM-Schicht.

Ein Grossteil der SAMs lésst sich zwei Gruppen zuordnen. Zur ersten gehoren SAMs mit
einer Thiol-bzw. Mercapto-Kopfgruppe, die Bindungen mit verschiedenen Metalloberfla-
chen (z.B. Au, Pt, Ag) ausbilden [30,35].

Zur zweiten Gruppe sind die Silan-basierenden SAMs zu zéhlen, die iiber eine Silan-
Kopfgruppe eine Bindung zu verschiedenen hydroxylierten Oberflichen wie z.B. Silizi-
umoxid [67], Chromoxid [36], Aluminiumoxid [68], Glimmer [69], und Glas [37] ausbil-
den.

Die Untersuchungen von geordneten chemisorbierten SAMs begannen 1980 mit einem
Bericht iiber adsorbiertes Octadecyltrichlorsilan (OTS) auf Siliziumoxid und Aluminium-
oxid [37]. Im Jahre 1983 konnte gezeigt werden, dass Dialkyl-Disulfide auf einer Gold-
oberflache eine organisierte Monolage bilden [38].

In der Folgezeit konnten deren Eigenschaften charakterisiert [39] sowie interessante
Einsatzmdglichkeiten demonstriert werden [40].

Aufgrund ihrer chemischen Stabilitéit gegeniiber vielen Atzldsungen verbunden mit seiner
geringen Dicke zeigten diese Schichten Potential als Resist fiir lithographische Anwen-
dungen im Nanometerbereich [41]. Zur Erzeugung von lateralen Strukturen in den SAM-
Resistfilmen wurden vielfaltige Verfahren bzw. Gerite eingesetzt. Beispiele dafiir sind
Strukturierungen mittels STM-Spitze [42-46], Elektronenstrahl [47-49], Atomstrahl
[50,51],0der auch UV-Licht [52-54]. Die Ubertragung der Strukturen in das darunter lie-
gende Substrat kann dann entweder iiber selektives Atzen oder durch selektive Deposition
geschehen [55]. Neben diesen Nanostrukturen erzeugenden Eigenschaften wurde gezeigt,
dass SAMs auch selbst als Nanostruktur in Form von ultradiinnen Isolatorschichten [56],
Dioden [57] in mikro- bzw. nanoelektronischen Elementen aber auch in mikromechani-
schen Systemen zur Reduktion der Adhésion [58] geeignet sind.

Ein weiteres Einsatzgebiet, das in den letzten Jahren immer mehr an Bedeutung gewinnt,
ist die Immobilisierung von Nanopartikeln [59], Proteinen [60-62], Antikérpern [63] und
DNA [64] mit dem Ziel der Entwicklung von Biosensoren [65]

2.1.1 Octadecyltrichlorsilan OTS

n-Octadecyltrichlorsilanmolekiile (CH3(CH,);7SiCl3) [66], die im Rahmen dieser Arbeit
eingesetzt wurden, sind der Gruppe der Alkylchlorsilane zuzuordnen, die zu den meist
studierten Systemen gehdren. Sie bilden eine organisierte Monolage auf verschiedenen
hydroxylierten Oberflachen wie z. B. Siliziumoxid [67], Glas [37], Titanoxid [30], Alu-
miniumoxyd [68] und Glimmer [69] aus.
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Verantwortlich fiir die Bindung der Molekiile an die Oberfldche ist die Trichlorsilan-
Kopfgruppe (—SiCl; ). Es wird davon ausgegangen, dass in einem ersten Schritt Silanol-

molekiile durch Austausch der Chloratome mit Hydroxylgruppen bei folgender Reaktion
mit Spuren von Wasser in der Adsorbatlosung entstehen:

R -SiCl, +3H,0 ~ R -Si(OH), +3HCI

In zweiten daran anschlieBenden Schritt reagieren diese Silanolmolekiile mit anderen Si-
lanolmolekiilen und mit Hydroxylgruppen der Substratoberfliche und es entsteht ein
zweidimensionales laterales Netzwerk aus Polysiloxanen [70]. Dieser Prozess ist schema-
tisch in Abbildung 2.2 dargestellt. Im Fall von OTS-Molekiilen als SAM-Precursor wird
die entstandene selbstorganisiete Monolage Octadecylsiloxan (ODS)-SAM genannt [73].

1. Ausgangszustand 2. Hydrolyse und Physisorption
H H
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3. Aufbau kovalenter Bindungen 4. Quervernetzung der Molekiile
mit dem Substrat
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des Reaktionsweges beim Aufbau
einer ODS-SAM-Schicht.

Neuere AFM-Messungen deuten darauf hin, dass selbstorganisierten Monolagen aus OTS
auf Silizium ein Inselwachstumsprozess zugrunde liegt [71-73]. Das Filmwachstum star-
tet mit der Adsorption von fraktal geformten Inseln an der Oberfliache. In Abbildung 2.3
ist ein nc-AFM-Bild einer ODS-Schicht in diesem Wachstumsstadium auf Glimmer dar-
gestellt. Allerdings wurde hier nicht OTS sondern OTES (Octadecyltriethoxysilan;
CH3(CH,)17S1(OCH,CH3)3 ) [74], das sich nur durch eine andere Kopfgruppe vom OTS
unterscheidet, als SAM-Precursor verwendet.
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Abbildung 2.3: Nc-AFM-Aufnahme von ODS-Inseln auf Glimmer.
Immersionszeit ca. 20 s [75].

AnschlieBend wachsen diese Inseln in einem sehr viel langsameren Prozess durch die

Adsorption von Monomeren aus der Losung.

Untersuchungen des Wachstumsprozesses von ODS Monolagen bei unterschiedlichen
Losungsmitteltemperaturen zeigten eine ausgepragte Abhédngigkeit. Wahrend bei Tempe-
raturen unter 16 °C Inselwachstum statt fand, fiihrten Temperaturen {iber 40 °C zu homo-

genem Wachstum. Im Zwischenbereich wurde beides beobachtet [76].

Mittels Infrarot-Spektroskopie konnte gezeigt werden, dass Wasser die Alkylketten
durchdringt und sich an Silanol-Gruppen der Siliziumoxidoberfliche oder der OTS-

Molekiile bindet [77]. Dies ist in Abbildung 2.4 schematisch dargestellt.

A A A A A
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Abbildung 2.4: Schematische Darstellung der méglichen Bindungsplitze fiir

die H,O Adsorption an einer Organosilanmonolage.
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Durch heizen des Filmes auf 150°C konnte durch Quervernetzung der Silan-
Kopfgruppen die Anzahl der Silanolgruppen, die fiir die Wasseradsorption verantwortlich
sind, verringert werden [77,78].

Die Dicke einer ODS-Schicht auf Siliziumoxid wurde mittels verschiedener Verfahren
bestimmt:

Messverfahren Schichtdicke Referenz
Ellipsometrie 2,65+035nm |D. Vuillaume et al [79]
XPS 2,7 nm K. Bierbaum et al [80]
AFM 3,0 £0,2nm M. Garcia-Parajo et al. [81]
AFM an ODS-Inseln | 2,54 + 0,25 nm | P. Harder et al [82]

AFM an ODS-Inseln | 2,7 +0,1 nm E. Barrena et al. [88]

Mittels kombinierter NEXAFS- und XPS-Studien konnte eine Verkippung der Alkylket-
ten eines ODS-SAM auf nativen Siliziumoxid von mehr als 10° zur Oberfldchennormalen
ausgeschlossen werden [80]. Unter der Annahme, dass die Alkylketten eine all-trans Kon-
formation senkrecht zu Oberflache bilden, ergibt sich flir die Schichtdicke ein theoreti-
scher Wert von 2,62 nm [71].

Die Packungsdichte dieser Schichten wurde aus Rontgenreflexionsdaten errechnet. Die
ermittelten Flachen von 0,21 £ 0,03 nm? [78] bzw. 0,225+ 0,025 nm? [83] pro RSi-
Gruppe entsprechen ungefdhr der Oberfldchendichte von Silanolgruppen auf natiirlichen
Siliziumoxid (1 pro 0,2 nm? [78]).

Alkylsilanmonolagen sind unter UHV Bedingungen stabil bis zu Temperaturen von
740 K [84], unter N>-Atmosphére bis ca. 675 K [85]. Oberhalb dieser Temperatur brechen
die C-C-Bindungen in den Alkylketten, was eine allmédhliche Abnahme der Kettenldnge
zur Folge hat [84]. In Luft beginnen ODS-Filme schon bei ca. 150 °C zu degradieren, was
mittels Kontaktwinkelmessungen nachgewiesen wurde [86].

ODS auf Silizium stellt eine diinne Isolatorschicht dar, da sowohl der Energieoffset zwi-
schen dem Siliziumleitungsband und dem niedrigsten unbesetzten Molekiilorbilal
(LUMO) der Alkylketten 4,1-4,3 eV als auch der Energieoffset zwischen dem Silizium-
valenzband und dem hochsten besetzten Molekiilorbital (HOMO) der Alkylketten 4,1-
4,5 eV betrigt [79].

2.1.2 Dodecyltrichlorsilan DTS

n-Dodecyltrichlorsilanmolekiile (CH3(CH;);;SiCls) [87], die im Rahmen dieser Arbeit
verwendet wurden, unterscheiden sich vom OTS nur durch einen kiirzeren Spacer. Dies
hat zur Folge, dass bis auf wenige Abweichungen DTS- und OTS-Molekiile ein nahezu
identisches Verhalten zeigen.

Der signifikanteste Unterschied ergibt sich aus der abweichenden Spacerlidnge, die zu
einer geringeren SAM Schichtdicke fiihrt. Die Alkylkette des DTS ist im Vergleich zum
OTS um 6 CH,-Gruppen kiirzer, was bei einem Beitrag von 0,126 nm pro CH,-Gruppe
bei einer all-trans Konformation [30] zu einer um 0,76 nm kiirzeren Kette und somit zu
einer nur 1,86 nm dicken Monoschicht fiihren sollte. Die mittels Ellipsometrie
(1,83 £ 0,25 nm) [79] und mittels AFM (2,0 £ 0,1 nm) [88] ermittelten Schichtdicken fiir
DDS-SAMs stehen in guter Ubereinstimmung mit diesem theoretischen Wert.

Aufgrund der verkiirzten Alkylkette und den daraus resultierenden schwécheren van der
Waals Kriften zwischen den einzelnen Molekiilen wurde ein Einfluss der Losungsmittel-
temperatur auf die Ordnung der SAM-Schichten erwartet und gemessen. Als kritische
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Losungsmitteltemperatur, unterhalb der hochgeordnete Schichten entstehen, wurde beim
DTS 6°C, beim OTS hingegen 28°C bestimmt [89].

2.2 Phospholipid-Schichtsysteme

In diesem Unterkapitel wird zuerst eine kurze Zusammenfassung zur Einordnung und zu
den Eigenschaften von Phospholipiden gegeben. Daran anschlieBend wird auf die ,,Sup-
ported Bilayer Membranen®, die ,,Hybrid Bilayer Membranen* und die ,,Heads-Down
Monolayer* eingegangen, die als Modellsysteme fiir biologische Membranen Anwendung
finden. Dabei wird auch kurz auf die Praparationsmethoden sowie die Analysemethoden
zur Untersuchung solcher Systeme hingewiesen. AnschlieBend wird das in dieser Arbeit
verwendete Phospholipid-Molekiil DMPC beschrieben. Zum Schluss wird das Peptid
Gramicidin behandelt, das in einige ODS-DMPC-Hybridschichten eingebaut wurde.

2.2.1 Phospholipide

Phospholipide gehdren zur Klasse der Lipide, die wasserunlosliche, in organischen
Losungsmittels aber sehr gut losliche Biomolekiile sind. Lipide haben ein breites
Spektrum biologischer Funktionen: Sie dienen als Brennstoffmolekiile, als hoch-
angereicherte Energiespeicher, als Signalmolekiile und als Membrankomponenten ([90],
S 278).

Die Phospholipde kommen in allen biologischen Membranen vor und sind dort meist
auch Hauptbestandteil ([90], S 278).

Phospholipide leiten sich entweder vom Glycerin, einem Drei-Kohlenstoff-Alkohol, oder
von dem komplexeren Alkohol Sphingosin ab. Phospholipide, die sich vom Glycerin
ableiten, heilen Phosphoglyceride. Ein Phosphoglycerid besteht aus einem Glycerin-
rickgrat, zwei Fettsdureketten und einem phosphorylierten Alkohol. Die Phospho-
sphingoside sind aus einem Sphingosinriickgrat, an das eine Fettsdure sowie ein
phosphorylierter Alkohol gebunden sind, aufgebaut. In Abbildung 2.5 sind die beiden
Phospholipiduntergruppen schematisch dargestellt ([90], S. 278-281).

phosphorylierter phosphorylierter
Alkohol Alkohol

Phosphoglyceride Phosphosphingoside

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung des Aufbaus der Phosphoglyceri-
de und der Phosphosphingoside.

Der phosphorylierte Alkohol besteht aus einer Phosphat-Gruppe und einer Alkoholkom-
ponente, die gewohnlich entweder Serin, Ethanolamin, Cholin, Glycerin oder Inositol ist
([90], S. 279).
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Alle Phospholipide haben ein entscheidendes gemeinsames Merkmal: Sie sind amphiphi-
le Molekiile, das heif3t, sie verfligen {iber einen hydrophilen und einen hydrophoben An-
teil. Der phosphorylierte Alkohol bildet den polaren (hydrophilen) Kopf, wo hingegen die
beiden Fettsduren den unpolaren (hydrophoben) Schwanz darstellen ([90], S. 282).

Die Existenz von hydrophilen und hydrophoben Anteilen in einem einzelnen Lipidmole-
kiil ist der Hauptgrund fiir ihre Selbstorganisation in einem Losungsmittel, wobei eine
Reihe verschiedener Anordnungen gebildet werden kdnnen. Dieser Polymorphismus
bringt lamellare, mizellare, aber auch hexagonale und kubische Strukturen hervor ([94],
S. 166).

2.2.2 Lipid-Bilayer-Membran

Die beiden bekanntesten Strukturen, die Lipide in wissrigen Losungen bilden, sind die
Mizelle und die Doppelschichtmembran (siche Abbildung 2.6). Die Affinitit der polaren
Kopfe sowie die Phobie der langen Kohlenwasserstoftketten zum Wasser sind die trei-
benden Krifte, die zu ihrer Entstehung flihren. Die Mizelle besitzt eine kugelige Struktur,
in der die polaren Kdpfe an der Oberflidche liegen und die Kohlenwasserstoffschwinze
nach innen orientiert sind. Die Doppelschichtmembran ist eine bimolekulare Schicht, in
der die unpolaren Schwinze im Inneren liegen ([90], S. 284).

eCCC T 00 <— hydrophil
‘\\ eCC T T e
::::% eCCC T e <— hydrophob
eCC T T T T
._/ T T e
eCC T T 0.

OC T T

Mizelle Doppelschichtmembran

Abbildung 2.6: Schematische Darstellung einer Mizelle und einer Doppel-
schichtmembran.

Die bevorzugte Struktur der meisten Phospholipide in wissrigen Medien ist aufgrund der
beiden Fettsdureketten, die zu sperrig sind, um in das Innere einer Mizelle zu passen, die
Lipiddoppelschicht ([90], S. 284).

Verantwortlich fiir die Bildung von Lipiddoppelschichten sind grofBtenteils hydrophobe
Kriéfte. Zusitzlich existieren van der Waals Anziehungskréfte zwischen den Kohlenwas-
serstoffschwinzen. SchlieBlich bilden sich noch elektrostatische Bindungen und Wasser-
stoffbriicken zwischen den polaren K&pfen und den Wassermolekiilen der Umgebung aus
([90], S. 284 f.).

Eine Suspension von Phospholipiden in Wasser bildet multilamellare Vesikel mit einer
zwiebelschalenartigen Anordnung von Lipiddoppelschichten. Unter Beschallung (Vibra-
tion durch Ultraschall) entstehen daraus Liposomen — geschlossene, sich selbst versigeln-
de, fliissigkeitsgefiillte Vesikel, begrenzt durch eine einzige Doppelschicht ([91], S. 274).
Phospholipid-Doppelschichten zeigen verschiedene Phasen als Funktion der Temperatur
und des Hydratisierungsgrades infolge des Wechselspiels verschiedener Krifte [92]. Die
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Lage der Phaseniiberginge ist auBerdem von der Kettenldnge und dem Sattigungsgrad der
Fettsduren sowie den Endgruppen abhingig [93].

Unter physiologisch relevanten Bedingungen, was auch impliziert, dass die Lipiddoppel-
schichten im komplett hydrierten Zustand vorliegen, sind die Lipide in der ungeordneten
Fliissigkristall- oder Ly-Phase ([94], S. 25). Zu niedrigeren Temperaturen hin folgt dann
der Phaseniibergang zu der Gelphase (Lg') und dann zur Subgelphase (L¢). In der Gelpha-
se sind die Ketten voll ausgestreckt (all trans) und die Phospholipidmolekiile ordnen sich
innerhalb eines Lipidmonolayers zu einer dicht gepackten hexagonalen Aufstellung an,
wohingegen die Subgelphase durch eine zusétzliche Orientierung der Molekiile zwischen
den beiden Einzelschichten eines Bilayers charakterisiert ist ([94], S. 26-30). Zusitzlich
existiert bei einigen Phospholipiden bei einem hohen Hydratisierungsgrad zwischen der
Lo- und der Lg— Phase, die Ripple-Phase (Pg'), die durch eine periodische Héhenmodula-
tion im Bilayer gekennzeichnet ist [95,96]. Der Ubergang von der Gel- zur Fliissigkris-
tallphase (Lg’ - Lq), der primér mit einem Schmelzen der Kohlenwasserstoftketten kor-
respondiert, wird als Hauptphaseniibergang bezeichnet ([94], S. 26).

Schon relativ friih wurde mit der Untersuchung dieser Systeme begonnen. Die dabei
eingesetzten Analyseverfahren waren hauptsdchlich die Rontgenstreuung [97,98], die
Neutronenstreuung [99], NMR [100], sowie die Infrarotspektroskopie [101]. Aufgrund
der Bedeutung von Lipid-Wasser-Systemen als Modell fiir biologische Membranen, in
Verbindung mit der Entwicklung neuer Analysemethoden, setzte in den letzten Jahren ein
erneutes Interesse an diesen Systemen ein. Die Rasterkraftmikroskopie (AFM) [102,103]
und auch Computersimulationen zur Molekulardynamik [104,105] haben beim Studium
von Lipid-Wasser-Systemen Einzug gehalten und sind zu unverzichtbaren Analysetools
geworden.

2.2.3 Supported Lipid Bilayer

Da es fiir viele der oben beschriebenen Analyseverfahren unumginglich ist, dass die un-
tersuchten Molekiile bzw. Schichten auf festen Unterlagen immobilisiert sind [106], wur-
den iiber die Jahre eine Reihe von Techniken zur Préparation von Supported Lipid Bilay-
ern entwickelt. Die beiden wichtigsten Verfahren zur Priaparation von Lipidschichten auf
Substraten sind die Langmuir-Blodgett-Technik [107] und die Vesikelfusionstechnik
[108,109]. Bei der Langmuir-Blodgett-Technik wird die Eigenschaft von amphiphilen
Molekiilen zur Ausbildung einer monomolekularen Schicht an der Wasser-Luft-
Grenzflache genutzt. Mittels Barrieren werden auf einer Wasseroberfliche aufgebrachte
Lipidmolekiile komprimiert, bis eine hoch geordnete Schicht entsteht, die dann mittels
vertikaler Transformation durch diese Oberfliche auf ein geeignetes Substrat iibertragen
wird. Bei der Vesikelfusionstechnik werden vorher in einer wéssrigen Losung priparierte
Lipidvesikel mittels Immersion auf eine geeignete Substratoberfliche iibertragen. Bei
Beriihrung der Vesikel mit der Substratoberfliche zerplatzen diese und es kommt zur
Ausbildung einer Lipidschicht.

Zur Immobilisierung von Lipidschichten werden eine Reihe von Substraten, wobei Metal-
le [110], Metalloxide, Glimmer [111], Silizium [112] und Glas [113] die hiufigsten sind,
verwendet. Auf Metallen oder Metalloxiden ist allerdings die Mobilitdt der Lipidmolekiile
stark beeintrachtigt [106]. Silizium und Glas bilden wegen ihrer hydrophilen Oberfldchen
einen ca. 1 nm dicker Wasserfilm aus, der zwar eine laterale Bewegung der Lipid-
molekiile zulésst, aber eingebaute Transmembranproteine in der Beweglichkeit behindert
[114]. Um die natiirlichen Eigenschaften der Membran zu erhalten, wurden Verfahren
entwickelt, den Bilayer etwas vom Substrat zu entfernen. Dazu kommen oft in Wasser
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quellfahige Polymere- oder Polyelektrolyt-Puffer als Abstandshalter zum Einsatz [106].
In Abbildung 2.7 ist solch ein Schichtsystem schematisch dargestellt.

\

Lipid-
Doppelschicht

quellfdahiges Polymer

Substrat

Abbildung 2.7: Schematische Darstellung eines Supported Lipid Bilayers.

2.2.4 Hybrid Bilayer Membran (HBM)

Ein weiterer Weg, zu einem biomimetischen Modellsystem einer Biomembran zu kom-
men, ist der Aufbau eines Bilayers bestehend aus einem Phospholipid Monolayer auf ei-
nem SAM (siehe Abbildung 2.8). Solche Systeme, Hybrid Bilayer Membran (HBM) ge-
nannt, konnen iiber eine Reihe verschiedener Techniken pripariert werden, wobei die
Vesikelfusionstechnik und die Langmuir-Blodgett-Technik am héaufigsten verwendet
werden.

\
Einzelschicht
_
\
>—— SAM
S
Substrat

Abbildung 2.8: Schematische Darstellung einer Hybrid Bilayer Membran.
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2 Grundlagen

Bei der Vesikelfusionstechnik wird ein mit einem methylterminierten SAM beschichtetes
Substrat in eine Phospholipidvesikel enthaltende wiéssrige Umgebung gelegt. Es wird
vermutet, dass die treibende Kraft fiir die Selbstorganisation der Phospholipide auf dem
SAM ein hydrophober Effekt ist, bei dem die hinzugefiigte Phospholipidschicht zu einer
Abnahme der freien Energie der SAM-Wassergrenzflache flihrt [115]. Da ein Lipidvesi-
kel eine iiber lingere Zeitrdume metastabile Struktur ist, wird erwartet, dass der Umbau
eines Bilayervesikels zu einer Monoschicht {iber eine signifikante Energiebarriere lauft
[116].

Bei der Langmuir-Blodgett-Technik wird ein Lipidmonolayer an der Luft-Wasser-
Grenzflache auf ein mit einem SAM beschichtetes Substrat durch Vertikltransfer der Pro-
be durch diese Grenzflache iibertragen [117]. Eine weitere Methode einem HBM zu pri-
parieren, ist die Langmuir-Schéfer-Technik, bei der ein SAM beschichtetes Substrat hori-
zontal auf die Luft-Wasser-Grenzfliache, an der sich ein Lipidmonolayer befindet, abge-
senkt und wieder angehoben wird. Nach dieser Prozedur befinden sich zwei Lipidmono-
layer auf dem SAM, die iiber einen Wasserlayer zusammengehalten werden. Der {iber-
schiissige Lipidmonolayer lésst sich durch Entzug des Wasserlayers mittels eines auf die
Oberflache gelegten Filterpapiers erreichen [118]. Diese beiden zuletzt genannten Metho-
den haben aber einen Nachteil beziiglich der Einlagerung von Proteinen in die Membran,
da die Lipide, bevor sie auf die Luft-Wasser-Grenzfliache ausgebreitet werden, in organi-
schen Losungsmitteln gelost werden miissen, was die Proteinstruktur beeinflussen kann
[119].

HBMs besitzen viele Eigenschaften von Zell- und Modell-Membranen wie
Ionenundurchléssigkeit und Beweglichkeit der Lipidmolekiile [115], zeichnen sich aber
durch eine hohere Robustheit und Stabilitét aus [120].

Die am haufigsten in HBMs verwendeten SAMs sind Alkanthiole auf Au-Substraten
[115,116,121], aber auch Alkylsilan-SAMs [122] sowie komplexere SAMs wie z. B. 2-
Mercapto-3-n-Octylthiophene (MOT) [116] wurden verwendet.

2.2.5 Heads-Down Monolayer

Ein schon sehr friih verwendetes Modellsystem ist der Heads-down Monolayer der seinen
Namen aufgrund der Ausrichtung der Lipidmolekiile mit der Kopfgruppe zum Substrat
erhalten hat [1]. In Abbildung 2.9 ist ein Modell dieses ebenfalls auf einem Substrat im-
mobilisierten Systems dargestellt.

Einzelschicht

diinner Wasserfilm

Substrat mit hydro-
philer Oberflache

Abbildung 2.9: Schematische Darstellung eines Heads-Down Monolayers.
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Pripariert werden diese an Luft stabilen Filme gewohnlich mittels der Langmuir-
Blodgett-Technik auf Substraten, die eine hydrophile Oberflache besitzen [123]. Ein Vor-
teil dieser Filme bei der Prédparation {iber die Langmuir-Blodgett-Technik ist die Mog-
lichkeit, den lateralen Membrandruck zu kontrollieren [124]. So wurden diese Filme oft
zur Charakterisierung der Konformation und Orientierung von Peptidmolekiilen unter
verschiedenen Membrandriicken herangezogen [123,124].

2.2.6 L-a-Dimyristoylphosphatidylcholin (DMPC)

L-a-Dimyristoylphosphatidylcholin, auch  als  1,2-Ditetradecanoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin bezeichnet [125], das im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurde, gehort
zur Gruppe der Phosphatidylcholine. Das Strukturmodell dieses Molekiils [125], das ein
Molekulargewicht von 677,9 g/Mol [126] hat, ist in Abbildung 2.10 dargestellt. Die Her-
stellung dieses Molekiils erfolgt iiberwiegend auf einem semisynthetischen Weg [127].
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Abbildung 2.10: Aufbau des DMPC-Molekiils.

Aus DMPC-Molekiilen aufgebaute Doppelschichten zeigen bei 23°C den Hauptphasen-
tibergang von der Gel-Phase zur Fliissigphase (La) [128]. 12°C unterhalb dieser Haupt-
libergangstemperatur existiert ein weiterer so genannter Vorphaseniibergang von der
Gelphase (Lp’) zur Ripple-Gelphase (Pp’) [128].

Rontgenstreuungsuntersuchungen an Bilayern, aufgebaut aus DMPC-Molekiilen ergaben
in der Gelphase (10°C) eine Dicke (Abstand der Kopfgruppen {Dun}) von
4,01 nm £ 0,01 nm und eine Fldche von 0,472 nm? + 0,005 nm? pro Lipidmolekiil. Zu-
sitzlich wurde ein Molekiilkippwinkel von 32,2° + 0,6° beziiglich der Oberflichennorma-
len gemessen [129]. Needham et al. zeigten, dass mit steigenden Temperaturen dieser
Kippwinkel abnimmt und knapp unterhalb der Hauptphaseniibergangstemperatur in der
Ripple-Phase etwa 24° betrdgt [130]. In der Fliissigphase (30°C), in der die einzelnen
Molekiile keine Nahordnung aufweisen, wurde eine Dicke (Dun) von 3,44 nm und eine
Molekiilflache von 0,597 nm? bestimmt [131].
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2 Grundlagen

Messungen von Petrache et al. an DMPC-Multischichten (Schichtstapel aus DMPC-
Doppelschichten, die iiber einen Wasserlayer gebunden sind), im fliissigen (30°C), voll
hydratisierten Zustand ergaben eine Periodendicke von 6,27 nm [131].

2.2.7 Gramicidin D

Gramicidin ist ein antibiotisches Polypeptid das von der Bodenbakterie Bacillus brevis
wihrend der Sporenbildungsphase produziert wird [132]. Wegen seiner Eigenschaft, dass
es spezifische Kanile fiir monovalente Kationen in Membranen bildet, andererseits aber
sehr einfach aufgebaut ist, wurde es Gegenstand einer grolen Anzahl von biophysikali-
schen, biochemischen und physiologischen Untersuchungen [133-135] und ist wahr-
scheinlich der meiststudierte und der am besten verstandene lonenkanal [132].

Die Bezeichnung Gramicidin D steht fiir ein natiirlich vorkommendes Gemisch, welches
aus ungefihr 80% Gramicidin A, 5% Gramicidin B und 15% Gramicidin C besteht [136].
Gramicidin A ist ein lineares Polypeptid mit folgender Sequenz: Formyl-L-Val-Gly-L-Ala-
p-Leu-L-Ala-p-Val-L-Val-p-Val-(L-Trp-p-Leu);-L-Trp-Ethanolamin [137]. Die anderen
natiirlich vorkommenden Isoformen des Gramicidins (B und C) haben anstelle des Tryp-
tophans an Position 11 die Aminosdure Phenylalanin bzw. Tyrosin [136]. Die Primir-
sequenz besteht aus nur 15 Aminoséduren, die abwechselnd L und p Chiralitdt aufweisen
und deren Seitenketten alle unpolar sind. Zusédtzlich ist das N-Ende mit einer For-
mylgruppe (HCO) und das C-Ende mit einer Ethanolamingruppe (-NHCH,CH,OH) abge-
schlossen, was die hydrophobe Natur des Gramicidins noch verstdrkt [136]. Gramicidin
ist aus diesem Grund in Wasser unldslich, aber in vielen organischen Losungsmitteln 16s-
lich. Auch zeigt es eine starke Tendenz, in den hydrophoben Innenbereich von Phospho-
lipid-Membranen zu diffundieren [132].

Gramicidin kann in Abhéngigkeit von seiner Umgebung eine Reihe verschiedener Kon-
formationen einnehmen [138]. Dieser Polymorphismus wurde in Ldsungsmitteln, in
Membranen und auch im festen Zustand beobachtet [139]. Die beiden Haupttypen, die bei
der Faltung des Gramicidins entstehen, sind die Doppelhelix und der helikale Dimer (sie-
he Abbildung 2.11).

Abbildung 2.11: Schematische Darstellung des Polypeptid-Geriistes einer
Doppelhelix (links) und eines helikalen Dimers (rechts). [132]
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Die Doppelhelixform bilden zwei Gramicidin-Monomere durch Ausbildung von intermo-
lekularen Wasserstoffbriicken entlang ihrer gesamten Linge mit anschlieBender Spiralbil-
dung [140]. Diesr Haupttyp entsteht allgemein in organischen Losungsmitteln unter Bil-
dung eines Gemisches vierer verschiedener Unterformen, deren stochiometrisches Ver-
hiltnis von der Konzentration, dem Losungsmittel und der Temperatur abhéngt. Die Un-
terformen haben eine Lange zwischen 2,6 nm und 3,6 nm [132]. In Lipid-Vesikeln, die
aus vielfach ungesittigten Lipiden aufgebaut sind, konnte diese Form als Hauptbestand-
teil beobachtet werden [141].

Die helikale Dimerform wird von zwei Gramicidin-Monomeren gebildet, die in der Mitte
der Membran durch Bildung eines N-Ende zu N-Ende Dimers verbunden sind [142]. Dies
ist die beherrschende Form in Membranen, deren Lipide gesittigte Fettsduren besitzen
[143].

Da die Liange jedes Monomers nur etwa 1,2-1,3 nm [132] betrégt, ist es notwendig, dass
zwei Monomere Ende an Ende zusammenkommen, um das hydrophobe Innere einer
Membran zu iiberspannen [144].

2.3 Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Die Entwicklung des Rastertunnelmikroskopes (STM) durch Binnig und Rohrer in den
Jahren 1979 bis 1982 [145,146] brachte der Oberflichenphysik einen entscheidenden
Fortschritt. Erstmals ergab sich damit die Mdglichkeit der direkten Bestimmung von
Oberflachenstrukturen, einschlieBlich nichtperiodischer Strukturen, im Realraum [147].
In den folgenden Jahren entwickelte sich eine ganze Reihe weiterer dem Rastertunnel-
mikroskop &hnlicher Rastersondenmikroskope [148]. Dazu zdhlen das Magnetkraft-
(MFM) [149], das Warmestrahlungs- (SThM) [150], das optische Rasternahfeld-
(SNOM) [151] und als wichtigster Vertreter das Rasterkraftmikroskop (AFM) [152].
Diese Mikroskope konnten zur Charakterisierung von topographischen, elektronischen
und magnetischen Oberfldchenstrukturen auf einer bis in den Bereich atomarer Abstinde
reichenden GroBenskala eingesetzt werden [148,153,154]. Daneben haben sich diese
Gerite als hochprézise Instrumente zur gezielten Modifikation und Strukturierung von
Oberfldchen im Nanometerbereich erwiesen [155-157].

Das AFM, welches schon in Jahre 1986 vorgestellt wurde, hat beziiglich seiner Einsatz-
moglichkeiten entscheidende Vorteile gegeniiber dem STM — es kann zur Charakterisie-
rung von Oberfldchenstrukturen leitender als auch nichtleitender Materialien in Luft
[158], unter UHV-Bedingungen [159] sowie in Fliissigkeiten [160] herangezogen wer-
den.

Die Rasterkraftmikroskopie beruht auf der Wechselwirkung zwischen einer Priifspitze,
die an einem biegsamen Ausleger (Cantilever) befestigt ist, und der Probenoberfléche.
Die Krifte, die hierbei eine Rolle spielen, lassen sich in lang- und kurzreichweitige Krafte
unterscheiden. In Distanzen (d) von einigen 10 nm wirken hauptséchlich magnetische,
elektrostatische und van der Waals Kréfte. Bei einer kontaminationsfreien, ungeladenen
und nicht magnetischen Probe als auch Spitze dominieren die van der Waals Kréfte in
diesem Distanzbereich [161]. Diese schlieBen Induktionskrifte (Wechselwirkungen zwi-
schen permanenten und induzierten Dipolen), Orientierungskrifte (Wechselwirkungen
zwischen zwei permanenten Dipolen) und Dispersionskriafte (Wechselwirkungen zwi-
schen zwei induzierten Dipolen) ein. Letztere werden auch Londonsche Dispersionskréfte
genannt, sind anziehend und fallen mit d ab [162]. Bei Abstinden von einigen zehntel
Nanometern iiberwiegen dann quantenmechanische Austauschwechselwirkungen. Wird
die Spitze in Kontakt mit der Probenoberfliche gebracht, dominieren die Coulomb- und
PauliabstoBungskrifte zwischen den Atomriimpfen von Spitze und Probe.
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2 Grundlagen

In Abbildung 2.12 sind die zwischen Spitze und Probe wirkenden Kréfte als Funktion des
Abstandes schematisch dargestellt. Diese Kraft ldsst sich mit dem Rasterkraftmikroskop
in zwei Betriebsarten detektieren. Im statischen Modus erfolgt die Kraftmessung iiber den
Nachweis der Auslenkung des Cantilevers. Da die Messspitze bei dieser Methode stiandig
in Kontakt mit der Oberflache ist wird dieser Modus auch contact mode genannt [163].
Im dynamischen Modus wird eine Kraftgradientenmessung vorgenommen, die iiber eine
Frequenzverschiebung, eine Phasenverschiebung oder eine verdnderte Schwingungsamp-
litude eines nahe der Resonanzfrequenz angeregten Cantilever-Spitze-Systems detektiert
wird. Dieses Prinzip nutzend wurden der beriihrungsfreie Non Contac Mode und der die
Probe kurz beriihrende Tapping Mode oder Intermittent Mode entwickelt [164].

Jeder dieser drei Modi korrespondiert mit einem speziellen Bereich der Kraft-Abstands-
Kurve. Wihrend der contact mode im repulsiven Bereich und der Non contact mode im
abnehmend attraktiven Bereich arbeitet, erstreckt sich der Abstand beim tapping mode
iiber einen groferen Bereich mit repulsiven und attraktiven Anteilen.

Im contact mode treten zusétzlich noch lateral wirkende Reibungskrifte auf, die mit Ad-
hésions- und chemischen Bindungskriften verkniipft sind [165].
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»
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Abstand (Spitze-Probe)

Abbildung 2.12: Kraft-Abstandskurve zwischen Spitze und Probe und die
den einzelnen Bereichen zugeordneten Modi.

Im Folgenden wird auf den statischen sowie den dynamischen Messmodus genauer ein-
gegangen, die beide in dieser Arbeit eingesetzt wurden.

2.3.1 Statischer Modus

Im statischen Modus erfolgt die Kraftbestimmung auf quasistatischem Weg, indem eine
an einen Cantilever befestigte Spitze mit der Probenoberfliache in Kontakt gebracht wird.
Durch Abrastern der Probe in x- und y-Richtung wird die Spitze systematisch iiber ein
definiertes Feld gefiihrt. Ein an der Riickseite des Cantilevers reflektierter Laserstrahl,
dessen Reflex mittels einer Quadrantendiode detektiert wird, liefert Daten tliber die Ver-
biegung als auch iiber die Verdrillung des Cantilevers beim Abrastern. Die Verbiegung
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des Cantilevers steht in einem linearen Zusammenhang mit der auf ithn wirkenden
Normalkraft (Kraft senkrecht zur Oberflache) mit der Federkonstante des Cantilevers als
Proportionalititsfaktor. Dieser Wert wird in eine Regelschleife eingespeist und dort mit
einem Sollwert verglichen. Eine Abweichung liefert ein Signal zur Steuerung des z-
Piezos, zur Wiederherstellung der Soll-Verbiegung bzw. Soll-Kraft, das noch einen
Verstirker durchlaufen muss. Das Steuersignal des z-Piezos wird wihrend des Abrasterns
verkniipft mit der x-, y-Position aufgezeichnet und zum Aufbau eines Topografiebildes
genutzt. In Abbildung 2.13 ist der prinzipielle Aufbau eines im contact mode arbeitenden
AFMs dargestellt.

Die zwischen Spitze und Probe wirkende absto3ende Kraft steht nach einem theoretischen
Modell [166] in folgender Abhingigkeit zum Abstand:

F = KNRd’ 2.1)

Mit R als theoretisch angenommenen Radius des Kontaktbereiches und K als effektives
Elastizitdtsmodul.

Laserdiode Quadranten- «
Topografie
Photodiode pog
» Regelschleife
Cantilever mit
Spitze \
Probe — v
Piezo-
Ansteuerung

T

Abbildung 2.13: Schematische Darstellung der Funktionsweise eines im
statischen Modus arbeitenden AFMs.

Die Verdrillung oder Torsion des Cantilevers wird durch parallel zur Oberflache wirken-
de Kriéfte hervorgerufen und steht in folgendem Zusammenhang: [167]

3Hx

OlF,,x)=F*
(lx) l GWT3

2.2)

Wobei O der Torionswinkel, F, die Lateralkraft, H die H6he der Spitze, W und T die
Breite sowie die Dicke des Cantilevers, G das Schermodul und x die Position ldngs des
Cantilevers, an der der Winkel gemessen wird, ist.

In den letzten Jahren sind theoretische Modelle entwickelt worden, welche die Krifte, die

auf einen Cantilever wirken, beziiglich aller drei Raumrichtungen beriicksichtigen [168-
170].
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Das laterale als auch das vertikale Auflosungsvermogen dieser Abbildungsmethode ist
sehr hoch und reicht in den atomaren Bereich [171,172]. Allerdings setzt eine echte ato-
mare Auflosung eine repulsive Normalkraft von weniger als 0,1 nN voraus, die bei den
meisten Berichten {iberschritten wurde [173]. F. Ohnesorge und G. Binnig [174] beobach-
teten, dass mit zunehmender Kraft die monoatomaren Stufen verschwinden und scheinbar
eine perfekt geordnete Oberfliche zuriickbleibt.

2.3.2 Dynamischer Modus

Im dynamischen Modus wird der Cantilever meist mit einem Piezotranslator nahe der
Resonanzfrequenz angeregt. Wird die Probe der Spitze angendhert, wirkt neben der Riick-

stellkraft des Federbalkens, eine zusitzliche Kraft. Der Kraftgradient ? verandert somit
Z

die Federkonstante ¢ des freien Cantilevers. Durch diese Wechselwirkung wird die Reso-
nanzfrequenz f des ungestorten Cantilevers um

= Jo OF (2.3)

2¢ 0z

verschoben [175].
Im beriihrungsfreien noncontact mode befindet sich die Spitze wihrend der Oszillation
ausschlielich im attraktiven Kraftbereich, was zu einer Erniedrigung der Resonanzfre-
quenz fiihrt. Die Abstandsregelung erfolgt iiber die Frequenzverschiebung zwischen der
Eigenfrequenz und der momentanen Resonanzfrequenz, die mittels eines auf der Riicksei-
te des Cantilevers reflektierten Laserstrahls in einer Fotodiode detektiert wird. Dabei wird
die Frequenzverschiebung auf einem vorher eingestellten Wert geregelt und so der Kraft-
gradient konstant gehalten (siehe dazu Abbildung 2.14).

Laserdiode Zwei-Segment-

Photodiode Topografie |«
» Regelschleife
Cantilever mit
¥
Probe — /
Piezo zur v
Schwingungs- Piezo-
anregung Ansteuerung

T |

Abbildung 2.14: Schematische Darstellung der Funktionsweise eines im dy-
namischen Modus arbeitenden AFMs.
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Bei dem tapping mode schligt die Spitze wéihrend der Oszillation kurz auf die Proben-
oberfldche, befindet sich also teilweise im repulsiven Bereich, was zu einer Erhéhung der
Resonanzfrequenz aber einer Erniedrigung der Schwingungsamplitude fiihrt. Die
Abstandsregelung erfolgt in diesem Modus entweder iiber die Resonanzfrequenz oder die
Schwingungsamplitude, die nach dem gleichen Prinzip wie beim noncontact mode detek-
tiert werden.

Mit der Vereinfachung, dass die Kraft zwischen Spitze und Probe als Kombination der
langreichweitigen van der Waals und der kurzreichweitigen Lennard-Jones Terme be-
schrieben wird, ldsst sich die normalisierte Frequenzverschiebung y, in Abhéngigkeit

vom minimalen Abstand Spitze-Probe D fiir grole Schwingungsamplituden angeben:
[176]

12,5 6,5
Ay R 12E ' |
v, (D)=~ 3 0 016(’”(’} - 0,23(”—(’} 2.4)
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E,

Mit r, als Gleichgewichtsdistanz und E, als Bindungsenergie des Lennard-Jones Potenti-

als, A, als Hamaker-Konstante, R als Spitzenradius und D als geringster Spitze-Probe-

Abstand wihrend der Oszillation des Cantilevers. Die normalisierte Frequenzverschie-
bung ist definiert als:

%
. cA’?
¥(z)= 7

Wobei ¢ die Federkonstante, A die Schwingungsamplitude und f die Eigenfrequenz des
Cantilevers ist [176].

Mittels eines im non-contact mode arbeitenden AFMs ist es gelungen, bei niedrigen Tem-
peraturen ,,reale* atomare Auflosung (einschlieflich Fehlstellen) zu erreichen [177-179].
In den letzten Jahren fanden eine Reihe von Weiterentwicklungen am im dynamischen
Modus arbeitendem AFM statt. Dazu zdhlen der MAC Modus, bei dem ein magnetisch
beschichteter Cantilever direkt durch ein alternierendes magnetisches Feld angeregt wird
[180], was zu einer deutlichen Verbesserung des Abbildungsverhaltens in Fliissigkeiten
fiihrt.

Das Anbringen von Kohlenstoffnanordhren an konventionellen Silizium Cantilevern ist
eine weitere Neuerung, die aufgrund niedrigerer langreichweitiger Wechselwirkungen zu
einer hoheren Auflosung fiihrt. Die bemerkenswerte Flexibilitdt von NanorShren dufBBert

Af(z) (2.5)
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2 Grundlagen

sich auch in der Robustheit gegeniiber tip crashes, die wihrend des Scanners auftreten
[181].

2.4 Rontgenreflektometrie

In diesem Unterkapitel werden zuerst die theoretischen Grundlagen der Wechselwirkung
von Rontgenstrahlen mit Materie erldutert. AnschlieBend werden verschiedene Modell-
systeme zur Auswertung gemessener Rontgenreflekometriespektren aufgezeigt.

Die Wechselwirkung von Rontgenstrahlung mit Materie wird durch drei verschiedene
Prozesse bestimmt ([182], S. 10 f.).

Die elastische Streuung, die sich aus der Thomsonstreuung an quasi freien Elektronen des
Atoms und der Rayleighstreuung an kollektiv schwingenden stark gebundenen Elektro-
nen zusammensetzt.

Die inelastische Streuung, die auf der Comptonstreuung an schwach gebundenen Elektro-
nen basiert, die aber im Rontgenbereich vernachléssigt werden kann.

Die Absorption, die aufgrund des photoelektrischen Effektes auftritt.

Der Zusammenhang zwischen der Streuung elektromagnetischer Strahlung mit der
Photonenenergie E an freien Elektronen (Thomson Streuung) und der Streuung an
gebundenen Elektronen im Atom wird durch den komplexen atomaren Streufaktor
f =f, —if, beschrieben. Fiir die Streuamplitude gilt: ([182], S. 12)

2
e

AW.E)= 4, W) (E)+ify(E)] mit 4, (0)=——osing  @6)

e, mc” v

Wobei A, die Amplitude der einfallenden elektromagnetischen Welle, durch die das

Elektron beschleunigt wird, beschreibt. Der Winkel zwischen der Beschleunigungsrich-
tung des Elektrons und der Streurichtung ist mit Y bezeichnet.

Die Wechselwirkung mit einem Ensemble von Atomen ergibt sich als Summe {iiber die
komplexen Streuamplituden aller bestrahlten Atome. Dieser Ansatz beinhaltet die An-
nahme, dass die Rontgenstrahlung von der Festkorperstruktur der Materie unbeeinflusst
ist und somit durch die atomaren Streufaktoren beschrieben werden kann.

Vernachldssigt man die Festkorpereigenschaften der Materie, so ldsst sich der (mikrosko-
pische) atomare Streufaktor f mit dem (makroskopischen) komplexen Brechungsindex n
in Beziehung setzen: ([182] S. 14)

) N )
n=1-8+ip=1-""N,(f, =i 1) @7
21
o\ o\
wobei &6=-2—N und =0
M atfl B M at f 2
Mit N, als atomare Dichte, dem klassischen Elektronenradius
2
e
e (2.8)
4meym.c

und der Strahlungswellenldnge A.

Die Berechnung der Reflektivitdt und Transmission einer Vielfachschicht erfolgt mit Hil-
fe der Theorie diinner dielektrischer Filme. Diese Theorie ist dquivalent zur dynamischen
Theorie der Rontgenbeugung, d.h. sie beriicksichtigt die Absorption in den Schichten und
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die Mehrfachstreuung zwischen den Grenzflachen. Die eindimensionale Schichtstruktur
muss dabei aus homogenen Filmen verschiedener Materialien aufgebaut sein ([182], S.
15).

Werden Messungen an diinnen organischen Schichten vorgenommen, ergeben sich einige
Vereinfachungen. In der folgenden Tabelle sind die atomaren Formfaktoren fiir die wich-
tigsten in organischen Schichten vorkommenden Elemente sowie von Silizium bei einer
Photonenenergie von 8048,79 eV (CuK, —Linie) angegeben [183].

Element | Elektronen f, f,

H 1 0,999984 0,111076%107
C 6 6,01917 0,959775%107
N 7 7,03251 0,183546*10!
0 8 8,05231 0,336980*10™"
Si 14 14,2551 0,324848

Aus dieser Tabelle ist zu ersehen, dass fiir die Elemente H, C, N, O der Faktor f; um we-
niger als 1% von der Elektronenzahl der Elemente abweicht. Der Faktor f, ist in organi-
schen Schichten, die hauptsichlich aus Kohlenstoff und Wasserstoff aufgebaut sind, sehr
klein und kann deshalb bei diinnen Schichten vernachléssigt werden. Die Elektronen die-
ser Elemente haben also nahezu die gleichen Streuraten wie freie Elektronen. Aus diesem
Grund kann der Brechungsindex n bei dieser Wellenldnge ndherungsweise als eine lineare
Funktion der Elektronendichte geschrieben werden. [184]

Azpel o
2Tt

n=1- (2.9
Bei einem nur von der Elektronenzahl abhdngigen Brechungsindex, der nur aus einem
Realteil besteht, ldsst sich die unter streifenden Einfall gemessene Reflektivitit R als
Funktion des Glanzwinkels 0 zwischen einfallendem Rontgenstrahl und der Probenober-
fliche gemessen, vereinfachen. Allgemein wird die Variation der Intensitdt {iber den
Winkel 8 durch die Fresnelschen Gesetze erklart. Die Intensitét variiert aber auch in Folge
der Phasendifferenzen zwischen an den einzelnen Grenzflichen des Schichtsystems re-
flektierten Rontgenstrahlen.

2

e d -
R =R; pmlj Lot jigz g,

41T
mit =—sinB 2.10
L4, 9z = (2.10)

R ist die Reflektivitit von am Substrat, mit einer scharfen und glatten Grenzfliche
zum Vakuum, reflektierten Rontgenstrahlen (Fresnel-Reflektivitit), p,, die Elektro-
nendichte des Substrates und p, die mittlere Elektronendichte entlang der z-

Richtung. Die Impulsinderung, die Rontgenphotonen wihrend der Reflexion erfah-
ren, ist mit q, bezeichnet [184].

2.4.1 Einschichtmodell

Das einfachste Modell zur Charakterisierung organischer Schichten auf einem Substrat ist
das Einschichtmodell. Es geht von einer homogenen organischen Monolage auf einem
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2 Grundlagen

homogenen Substrat aus, wobei allerdings die Grenzflichenrauhigkeit bzw. Grenz-
flichenunschérfe der Monolage zum Substrat sowie zur umgebenden Luft berticksichtigt
werden [184]. Der vertikale Verlauf der Elektronendichte sowie deren Ableitung sind in
Abbildung 2.15 dargestellt.

75 v T T T T 25

e

25F

dp,/dz [1/nm’]

Substrat

Elektronendichte [1/nm?]

Lange [nm] Liange [nm]

Abbildung 2.15: Vertikaler Elektronendichteverlauf (links) sowie differen-
zierte Elektronendichte (rechts) eines aus Substrat und Monolage aufgebau-
ten Schichtsystems [183].

Die Rauhigkeit und Unschérfe der beiden Grenzfldchen erscheinen in der Ableitung der
Elektronendichte als GauBfunktionen A exp(z> / 207). Die Elektronendichtedifferenzen
op, und Op, an den Grenzflachen sind proportional zu 4,0, sowie 4,0, [184]. Die

Kurve der Rontgenreflektivitit wird bei diesem Einschichtmodell durch 5 Parameter
(d,p,,p,,0,,0,) bestimmt.

Zur Bestimmung dieser Parameter wird als Basis der Rontgenreflektivitits-Analyse ein
Algorithmus verwendet, bei dem die berechnete Reflektivitit eines Schichtsystems an
Messdaten gefittet wird. Bei diesem Fit-Algorithmus werden beim Einschichtsystem einer
oder mehrere dieser 5 Parameter variiert, bis die gerechnete der gemessenen Reflektivi-
tatskurve moglichst nahe kommt.

Im Spezialfall einer diinnen Kohlenwasserstoff-Monolage auf einem Siliziumsubstrat
lasst sich die Schichtdicke der Monolage in guter Néherung durch Bestimmung des Win-
kels des 1. Reflektivitditsminimums (destruktive Interferenz zwischen den an den beiden
Grenzflachen reflektierten Strahlen) folgendermallen berechnen: [185]

32



Luft

Bedingung fiir
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Abbildung 2.16: Bestimmung der Dicke der Monolage beim Einschichtmo-
dell.

Fiir das Minimum sollte dabei die Bedingung (4T§/)\)sin 0*0,, <1 erfiillt sein.

2.4.2 Zweischichtmodell (Si/Si0,/SAM)

Das Zweischichtmodell unterscheidet sich vom Einschichtmodell nur durch Einfiihrung
einer weiteren Zwischenschicht, was weitere 3 Parameter (Grenzflichenrauhigkeit,
Schichtdicke und Elektronendichte der zusdtzlichen Schicht) mit sich bringt.

In Abbildung 2.17 ist der vertikale Elektronendichteverlauf sowie dessen Ableitung fiir
ein Zweischichtmodell am Beispiel eines SAM auf dem natiirlichen Oxid eines Silizium-
substrates dargestellt. Die vertikale Elektronendichte sowie deren Ableitung gehen aus
eigenen Berechnungen hervor, die die 8 Parameter (siche unten), die dieses Schichtsystem
charakterisieren, heranzichen.

~J
W

=
2.

(9]
(=}
T

Elektronendichte [1/nm?]

25F /
i i
St N ; dSAM >
0-3 -I2 -1 (I) 1 2 3 4
Lange [nm] Liange [nm]

Abbildung 2.17: Berechneter vertikaler Elektronendichteverlauf (links) so-
wie differenzierte Elektronendichte (rechts) eines aus Si-Substrat, SiO, und
SAM aufgebauten Schichtsystems.

Bei diesem speziellen 2-Schichtmodell gehen als weitere Parameter die Oxidschichtdicke,
die Grenzflichenrauhigkeit SiO,-SAM und die Elektronendichte der Oxidschicht ein.
Von den nun 8 Schichtparametern sind nur die Elektronendichten von Si-Substrat und
Oxidschicht bekannt. Die Grenzflichenrauhigkeit Si-SiO, eines dem RCA Reinigungs-
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2 Grundlagen

prozess unterzogenen 100-Siliziumwafers wurde von Tang et al. [186] mittels Rontgen-
streuung untersucht und mit 0,46 nm als Standardabweichung der GauB3-Verteilung be-
stimmt. 2 der restlichen 5 Parameter waren iiber eigene Analyseverfahren zugénglich. Die
Dicke der Siliziumoxidschicht konnte mittels Ellipsometriemessungen, die Grenzflachen-
rauhigkeit S10,-SAM mittels AFM-Messungen vor der Priaparation des SAMs gemessen
werden. Die tibrigen 3 Parameter repriasentieren mit der Schichtdicke und der Elektronen-
dichte des SAM sowie der Oberflichenrauhigkeit SAM-Luft nur noch Eigenschaften der
organischen Monoschicht. Uber diese 3 Parameter wurde dann ein Fit durchgefiihrt.

In Abbildung 2.18 ist zur Veranschaulichung die Rontgenreflektivititsmesskurve eines
ODS-SAM auf der natiirlichen Oxidschicht eines Siliziumsubstrats sowie die anhand ei-
nes Zweischichtmodells angefittelte Kurve dargestellt.

10‘):! e R S S |

Messung
= Simulation

Reflektivitit

Glanzwinkel [°]

Abbildung 2.18: Mess- und Simulationskurve eines ODS-SAM auf SiO,/Si.

2.4.3 Mehrschichtmodelle

Mit jeder weiteren Schicht, die in ein Modell eingeht, kommen auch jeweils 3 weitere
Parameter dazu. Um die Anzahl der freien Fit-Parameter bei solch einem Modell klein zu
halten, gibt es verschiedene Mboglichkeiten: Falls wéhrend der Préparation eines
komplexen Schichtsystems ein einfacheres Zwischenprodukt entsteht, kann dieses mittels
Rontgenreflektometriemessung charakterisiert werden und es konnen die ermittelten
Schichtparameter unter der Annahme, dass sich die unteren Schichten wihrend der
anschlieBenden Préparationsschritte nicht verdndern, ibernommen werden. Ein anderer
Weg ist die Verwendung anderer Charakterisierungsverfahren (z.B. AFM, Ellipsometrie)
zur Bestimmung einiger Parameter.
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Periodische Schichten

Hat das zu charakterisierende Schichtsystem einen periodischen Aufbau ldsst sich die
Bedingung fiir die konstruktive Interferenz analog zur Interferenzerscheinung von Ront-
genstrahlen an Kristallen unter Beriicksichtigung der Brechungskorrektur mit der Bragg-
Bedingung beschreiben: [187]

_ . 20 ) _ Zdiai )
mh =2dsin6, [l -— mit O = wobei 0<<1, B<<1 (2.11)
sin” 0 Zdi

Mittels Bestimmung des Glanzwinkels 6 kann die Periodendicke d einer Schichtabfolge
bestimmt werden.

Unvollsténdige Schichten

Sind die priparierten Schichten nicht iiber den gesamten Messbereich vorhanden, sondern
bedecken nur einen bestimmten Anteil der Probe, sollte dies bei Simulationen beachtet
werden. Ein einfacher Ansatz, der dies beriicksichtigt ist der, dass unvollstdndige Schich-
ten auch nur mit dem prozentualen Anteil ihrer Bedeckung zur Reflektivitit beitragen.
Dieses Modell hat den Nachteil, dass es bei stark lateral gegliederten Schichtstrukturen
nur bei grofBeren Glanzwinkeln nahezu exakte Ergebnisse liefert. Ein weiteres Problem ist
die Bestimmung des prozentualen Bedeckungsanteils, der bei dieser Arbeit mittels AFM-
Messungen, die nur einen Bruchteil der Probenoberfldche einschlossen, abgeschitzt wur-
de.

2.5 Ellipsometrie

Die Ellipsometrie ist eine sensitive optische Technik zur Charakterisierung von Oberflé-
cheneigenschaften und diinnen Filmen. Die Bezeichnung diinner Film steht in diesem
Kontext fiir einen Schichtdickenbereich von atomaren Submonolagen bis zu einigen
1000 nm. Die Eigenschaft, dass Licht mit einem elektrischen Vektor parallel zur Oberfla-
che (s-Licht) gegeniiber Licht mit einem elektrischen Vektor in der Einfallsebene (p-
Licht) mit unterschiedlicher Amplitude und Phase reflektiert wird, wird dabei angewen-
det. Als Folge dieses Effektes wird schrédg einfallendes linear polarisiertes Licht von einer
Oberflache als elliptisch polarisiertes Licht reflektiert, was dem Instrument seinen Namen
gab. Die Form und Orientierung der Ellipse ist abhidngig vom Einfallswinkel, der Polari-
sierungsrichtung des einfallenden Lichtes und den Oberfldcheneigenschaften.
Mathematisch lisst sich jeder Polarisationszustand des Lichts durch eine Uberlagerung
zweier linear polarisierter Wellen mittels eines Jones Vektors beschreiben: ([188], S. 16)

i3,
F=|Eop - 2.12)

Ey e'™
Eop und E¢s sind die Amplituden der parallel und senkrecht zur Einfallsebene polarisierten
Wellen und J, -9, ist die Phasendifferenz. Die explizite Zeitabhéngigkeit ist dabei nicht

beriicksichtigt, da bei allen optischen Messungen nur die Amplitudenverhéltnisse eine
Rolle spielen. Unter Verwendung dieser Notation lassen sich die Polarisationszustéinde
von einfallender und reflektierter Welle folgendermallen beschreiben:
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. <E - xR
- EE E 16}) - ER R 16p
EE:( %J: Eoloe, . und ER:( Pl EOPe, N (2.13)
Es E(];:S 6165 Es E(i 6165
Durch die Reflexion des Lichts an der Probe dndert sich im allgemeinen dessen Polarisa-

tionszustand. Die Anderung des Polarisationszustandes wird durch die ellipsometrischen
Winkel W und A erfasst. ([188], S. 173 1)

taan:M und A=(6§—65)—(6§—6§) (2.14 und 2.15)

3
Mit der Einfiihrung der komplexen Reflexionskoeffizienten R und R fiir p- bzw. s-
polarisiertes Licht ([188], S. 78)

EX| R _sE ERS .
R, =‘ ol o) g R, =‘ 0] gilet-at) (2.16 und 2.17)
E; Eq.
‘ Op‘ ‘ 0Os
folgt die Grundgleichung der Ellipsometrie:
R .
—P =¢ftany (2.18)
R

N

Die ellipsometrischen Messungen beruhen nun darauf die Grofen W und A messtechnisch
zu bestimmen. Die Reflexionskoeffizienten R héngen von den komplexen Brechungsin-
dizes des Substrates n, = n, —ik,und der Schicht n, =n, —ik,, von der Schichtdicke d,

der verwendeten Lichtwellenldnge A und vom Einfallswinkel @ab ([188], S. 283-288).

D D
Nop ¥ 13p €

Rp:1+ + o Re=
HNop Th3p©

Tas Thysg€

L+r,  + e’
(2.19 und 2.20)

4
mit D =i md

cos (@

Mit r sind die Fresnel-Koeffizienten bezeichnet, wobei deren Indizes 1,2,3 fiir die Medien
Luft / Schicht / Substrat stehen.

- n, cos@, —n, cos @, h = n, cos¢, —n, cos¢,
12p — > 12s =
n, cos@, +n, cos@, n, cos@, +n, cos@, 221-224)
23p > 23s ~
P n, cos@; +n; cosQ, ’ n, cos@, +n; cos@,

Die Ausfallswinkel und die Brechzahlen hiangen iiber das Snelliussche Gesetz zusammen.
n;sin@, = n, sin§, = n,sin ¢, (2.25)

Falls die zu messende Schicht Licht absorbiert, d.h. einen von 0 abweichenden Extinkti-
onskoeftizienten k hat, existiert keine eindeutige Losung fiir n und d. Zwei messtechni-
schen GroBen (A, W) stehen 3 Unbekannte (n, k, d) der zu charakterisierenden Schicht
gegentiber.
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Das Null-Ellipsometer, der am héufigsten verwendete Aufbau, ist in Abbildung 2.19 dar-
gestellt. Es besteht aus einer Lichtquelle, die unpolarisiertes monochromatisches Licht mit
einer kleinen Strahldivergenz aussendet. Einem Polarisator, mit dem Licht einer bestimm-
ten Polarisationsrichtung gewahlt werden kann, einem A /4 -Plattchen, auch Kompensator
genannt, zur Erzeugung von elliptisch polarisiertem Licht, das an der Probe reflektiert
wird, einem Analysator und einem Detektor. Die Einstellungen der Orientierungen von
Polarisator, Kompensator und Analysator werden bei einer Messung so justiert, dass kein
Licht den Detektor erreicht.

Polarisator

Analysator
Kompensator

Substrat mit
diinnem Film

Abbildung 2.19: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Null-
Ellipsometers.

Wird die Intensitét in Abhédngigkeit der Azimutwinkel von Polarisator P, Kompensator K
und Analysator A gemessen, ergibt sich im Intensititsminimum folgende Beziehung:
([188], S. 166)

R, tan C —itan(P - C)
— =p, =—tan4 —
R 1+1tanCDtan(P—C)

S

(2.26)

Fiir den Polarisator und den Analysator definieren die Azimutwinkel P und A die Orien-
tierung ihrer Transmissionsachsen, bei dem Kompensator definiert der Winkel C die Ori-
entierung der schnellen Achse ([188], S. 159). Wird nun angenommen, dass die schnelle
Achse des Kompensators mit einem Azimutwinkel von C = Y 7roder C = -Y4 /rgegeniiber

der Richtung der linearen s-Polarisation des optischen Systems angeordnet ist, erhélt man:
([188],S.167 1)

P, :—tanAe_iz(P_%) sowie P =—tanAe_i2(P+%) (2.27)

Zu jedem Winkelpaar (A, P), das die Null-Bedingung erfiillt, existiert ein weiteres kor-
respondierendes Paar (A’,P”). Mit den beiden Kompensatoreinstellungen lassen sich also
4 die Nullintensitét erfiillende Einstellungen finden. Die ellipsometrischen Winkel A und
W sind in diesem Fall: ([188], S. 167 f.)
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W=4 A=+2P+90° fir C=-45° (2.28)
W=4 A=-2P+90° fir C =+45° '

Durch Bestimmung aller 4 A-W-Paare und anschlieender Mittelung lassen sich die Win-
kelfehler von A und W, die durch unvollkommene A/4-Plittchen sowie Polarisatoren her-
vorgerufen werden, substantiell verringern [189].
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Kapitel 3

Gerate zur Funktionalisierung und Charakterisie-
rung

In diesem Kapitel werden kurz die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Gerdte bzw.
Messapparaturen vorgestellt. Die Hydroxylierung der Silizium-Substrate sowie die Funk-
tionalisierung der SAMs wurde mit Hilfe einer Eximer Lampe (Ushio UER20H-172V)
durchgefiihrt. Zur Charakterisierung der préparierten Schichten bzw. Schichtsysteme
wurden ein Rasterkraftmikroskop (Omicron UHV-AFM/STM), ein Rontgenreflektome-
ter, ein Kontaktwinkelmessgerit (Kriiss G10) sowie ein Ellipsometer (Nanofilm EP?) ein-
gesetzt.

3.1 Ushio Eximer-Lampe

Zur Hydroxylierung der Silizium-Waferstiickchen sowie zur Funktionalisierung bzw.
Degradierung der Siloxan-SAMs wurde eine Eximer-Lampe (Typ: UER20H-172V) der
Firma Ushio eingesetzt.

Dieses Gerit liefert UV-Licht der Wellenldnge 172 nm mit einer Bandbreite von 14 nm.
Die anfingliche Bestrahlungsstirke wird mit 50 mW/cm? am Austrittsfenster angegeben,
die sich nach 700 h Betriebszeit halbiert [190]. Der Durchmesser des Austrittsfenster be-
tragt 25 mm.

Bei der Belichtung der Proben wurde ein Abstand von 25 mm zwischen dem Austritts-
fenster der Lampe und der Probenoberfliche gewéhlt. Der Zwischenraum war mit Umge-
bungsluft ausgefiillt (siche Abbildung 3.1).



3 Gerite zur Funktionalisierung und Charakterisierung

Kiihlrippen Gasauslass

rd

\ ~
il 11111
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Abbildung 3.1: Eximer Lampe der Firma Ushio (links), schematischer Auf-
bau (rechts).

3.2 Omicron UHV-AFM/STM

Das Omicron UHV-AFM/STM [191] ist ein Gerit, welches sich unter UHV Bedingungen
sowohl als Rastertunnelmikroskop (STM) als auch als Rasterkraftmikroskop (AFM)
betreiben ldsst. Das SPM befindet sich in einer UHV-Apparatur, die aus der eigentlichen
SPM-Kammer, einer Hauptkammer, in der AES, Sputter-AES und Massenspektroskopie
Analysen aber auch Probenpréiparationen vorgenommen werden kénnen und einem Pro-
benschleusesystem, besteht [192].

Als AFM-Messmodus kann der statische contact mode sowie der dynamische non-contact
bzw. tapping mode gewdhlt werden. Das Gerét ist so aufgebaut, dass es moglich ist, die
Messsonden sowie Messproben im UHV mittels eines Wobblesticks zu tauschen. Dazu
konnen bis zu 8 Sonden sowie Proben in einem Probenkarussell zwischengelagert wer-
den. Das Detektorgehduse, welches die fiir den AFM-Betrieb nétige IR-Laserdiode, zwei
piezogesteuerte Ablenkspiegel und den Vier-Quadranten-Detektor enthélt, die Messson-
denhalterung und die Rasterscaneinheit bilden den SPM-Kopf. Zur Entkopplung von me-
chanischen Schwingungen wird ein Wirbelstomddmpfungssystem eingesetzt.
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Abbildung 3.2: Schematischer Aufbau des Omicron UHV-AFM/STM [191].

Der an 4 Federn aufgehéngte SPM-Kopf wird dabei mittels Wirbelstromen, die in einer
aullen angeordneten Kupferblechrosette induziert werden, die in einem Kranz Perma-
nentmagneten gelagert ist, geddmpft. Die Rasterscaneinheit besteht aus einem Rohrchen-
scanner, der einen maximalen Bereich von 5 pm x 5 um auf der Probenoberfliche abfah-
ren kann. Zusitzlich kann die Scaneinheit um * 4 mm in der x-Richtung verschoben wer-
den was den maximal zu untersuchenden Bereich auf 8 mm x 5 um erweitert. Die Raster-
geschwindigkeit ldsst sich von 1 nm/s bis 13500 nm/s variieren [191].

3.3 Rontgenreflektometer

Zur Charakterisierung der praparierten organischen Schichten auf den Silizium Einkristal-
len wurde ein im Rahmen einer Doktorarbeit [182] in Bielefeld aufgebautes Rontgen-
reflektometer verwendet. Das Reflektometer arbeitet ausschlieBlich mit der Cu-Kq-Linie
(A=0,154 nm), die in einem Germanium-Kristallmonochromator selektiert wird. An-
schlieBend wird der monochrome Strahl durch ein Doppelschlitzblendensystem (0,02 mm
und 0,04 mm) kollimiert, woraus sich eine Winkeldivergenz von weniger als 0,2 mrad
ergibt, was einer Winkelvariation von 0,01° entspricht [182], bevor er streifend die Probe
trifft. Der an der Probe reflektierte Strahl durchlduft dann ein zweites Doppelschlitzblen-
densystem (0,2 mm und 0,3 mm) zur Begrenzung des Detektoroffnungswinkels und wird
dann in einem Proportionalzdhler detektiert. Die Hohe der Schlitze betrdgt 10 mm, wo-
durch die vertikale Ausdehnung des Strahles beschrankt wird.

Aufgrund dieser Einstellungen trifft der Strahl die Probe (10 x10 mm?) erst ab einem
Glanzwinkel von 0,32° vollstdndig. Die vom Rontgenstrahl getroffene Fliche, iiber die
bei einer Messung gemittelt wird, nimmt mit zunehmendem Glanzwinkel ab und betragt
bei 1° ca. 34%, bei 2° dann nur noch 17% der Probenoberflache.
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3 Gerite zur Funktionalisierung und Charakterisierung

Die Untergrundzédhlrate des Gerétes bei geschlossenem Strahlaustrittsfenster betragt
0,04 cps [182]. Eine Zihlrate von 100000 cps im durchgehenden Strahl ermdglicht Re-
flektivitdtsmessungen bis hinunter zu =107,

3.4 Kiriiss G10 Kontaktwinkelmessgerit

Zur Charakterisierung der SAM-Schichten wurde nach der Prdparation ein Kontaktwin-
kelmessgerdt eingesetzt. In Abbildung 3.3 ist das dazu verwendete Gerét (Typenbezeich-
nung: G10), hergestellt von der Firma Kriiss, dargestellt. Es besteht im wesentlichen aus
einem Probentisch mit den Bedienelementen zur Probenpositionierung, einem Zoom-
Objektiv mit den Bedienelementen zur Objektivbewegung, einer Beleuchtungseinheit,
einer Spritzenhalterung mit Spritze und einem Messokular.

Beleuchtungs-
einheit

Spritzenhalterung
mit Spritze

\

I Messokular

Abbildung 3.3: Das Kontaktwinkelmessgerdt G10 der Firma Kriiss.

Mit diesem Gerdt kommt eine Messmethode zur Bestimmung des Kontaktwinkels zum
Einsatz, die gemeinhin als die Methode des liegenden Tropfens ,,Sessile Drop* bezeichnet
wird. Unterschieden wird zwischen einer statischen und einer dynamischen Bestimmung
des Kontaktwinkels. Wéhrend bei der statischen Methode der Kontaktwinkel bei konstan-
tem Tropfenvolumen gemessen wird, wird bei der dynamischen Methode durch Variation
des Tropfenvolumens durch kontinuierliche Fliissigkeitszugabe der fortschreitende bzw.
durch Flissigkeitsentnahme der riickschreitende Kontaktwinkel bestimmt. Die Messauf-

42



nahme erfolgt manuell durch das Auge des Beobachters mit einer Messgenauigkeit von
+2°.
Der Kontaktwinkel 0 ist definiert als der Winkel, der bei einer Beobachtung der Projekti-
on des liegenden Tropfens auf dem Festkorper durch die Tangente an die Tropfenkontur
mit der Oberfliche des Festkorpers im Dreiphasenpunkt gebildet wird (siehe Abbildung
3.4).

gasformig

Abbildung 3.4: Definition des Kontaktwinkels.

Im thermodynamischen Gleichgewicht wird der Kontaktwinkel durch die Youngsche
Formel bestimmt: [193]

ysv = ysl +y1v *COSG (31)

wobei Y, die Oberflichenspannung zwischen Festkorper und gasformiger Phase, y, die

Oberflachenspannung zwischen der fliissigen Phase und der Festkorpergrenzfliche und
Yy, die Oberfldchenspannung der Grenzfliache zwischen fliissiger und gasformiger Phase

ist. Beim Einsatz von Wasser auf hydrophoben Festkorperoberfldchen ist y . <y,

woraus sich nur ein negatives cos® bzw. ein Kontaktwinkel 6 > 90° ergibt. Bei hydro-
philen Oberflachen ist es gerade umgekehrt.

Eine weitere wichtige GroB3e zur Charakterisierung einer Oberflache ist die Kontaktwin-
kelhysterese, die Differenz zwischen Fortschreite- und Riickzugskontaktwinkel.

Diese physikalische Grof3e lasst sich durch die Existenz von metastabilen, freien Energie-
zustidnden des Systems erkldren. Ein Tropfen hat eine mittlere Oberflichenenergie an der
Grenzfliche zwischen Fliissigkeit und Festkorper, die von der mittleren Zusammen-
setzung der Festkorperoberfliche abhidngt und den Gleichgewichtskontaktwinkel be-
stimmt. Bei einer Bewegung der Tropfenfront iiber die Oberflaiche miissen Regionen
iiberschritten werden, die einen abweichenden Kontaktwinkel liefern, was zu einer Ver-
zerrung der Wasser-Luft-Grenzflache fiihrt, wofiir zusitzliche Energie benétigt wird und
so zu einer Hysterese fiihrt [194]. Dieser Zusammenhang kann genutzt werden, um Aus-
sagen iiber die physikalische Rauhigkeit und Heterogenitit von realen Oberflichen zu
machen [195].

Allgemein ist akzeptiert, dass eine perfekte Kohlenwasserstoffmonolage einen Wasser-
kontaktwinkel von >110° verbunden mit einer minimalen Kontaktwinkelhysterese auf-
weisen sollte [196].

Aus der Literatur ist bekannt, dass der fortschreitende Wasserkontaktwinkel auf methyl-
terminierten Alkylsilan SAMs zwischen 111° und 116° liegt (OTS [58,197,198 ], DTS
[198]). Als Kontaktwinkelhysterese wurden fiir diese Oberflaichen Werte zwischen 5° und
7° bestimmt [196,198].
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3 Gerite zur Funktionalisierung und Charakterisierung

3.5 Nanofilm Technologie EP? Ellipsometer

Zur Charakterisierung der préparierten organischen Schichten wurde ein abbildendes
Ellipsometer mit automatischer Nullpunktseinstellung der Firma Nanofilm Technologie
GmbH mit der Typenbezeichnung EP*® verwendet (siche Abbildung 3.5). Das Gerit,
welches einen modularen Aufbau aufweist, wurde in der Konfiguration mit einer festen
Wellenldnge (658 nm) sowie einem manuell verstellbaren Goniometer zur Wahl
bestimmter diskreter Einfallswinkel betrieben. Alle Messungen wurden unter einem
Einfallswinkel von entweder 55° oder 60° durchgefiihrt. Als abbildende Optiken wurden
Objektive mit einer VergroBerung um die Faktoren 10 und 20 eingesetzt, was einer
abzubildenden Flache von ca. 500x380 um? bzw. 250x190 pm? entspricht. Als Detektor
wurde eine CCD-Kamera mit einer Auflosung von 768x572 Pixeln verwendet.

Die Steuerung des Gerites, die Datenaufnahme, als auch die Analyse wird mittels der
unter dem Betriebssystem Windows 2000 laufenden Software EP*-View bewerkstelligt.
Die mit dem Gerét zu erreichende ellipsometrische Auflosung beziiglich der Winkel A
und W betrdgt 0,001° mit einer absolute Genauigkeit von 0,01°. Als weitere Spezifikatio-
nen wird ein absoluter Fehler von <0,1 nm bei der Schichtdickenbestimmung einer 1 nm
dicken SiO,-Schicht auf Si sowie einer organischen Schicht (d = 1 nm, n = 1,55) auf Gold
angegeben. Der relative Fehler bzw. die Reproduzierbarkeit soll dabei nur 0,001 nm
betragen. Dabei wurde davon ausgegangen, dass iiber zwei 10x10um? Flichen integriert
wurde [199].
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Abbildung 3.5: Das EP? Ellipsometer.
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Kapitel 4

Praparation der Schichtsysteme und Testmessungen

In diesem Kapitel werden die einzelnen angewandten Priparationsverfahren vorgestellt.
Angefangen wird mit der Substrat- und der SAM-Préparation. AnschlieBend wird auf die
Funktionalisierung der praparierten SAMs mittels UV-Bestrahlung eingegangen. Die letz-
ten beiden Unterkapitel behandeln die Préparation von Hybrid-Bilayer-Membranen sowie
die Priparation von multilamellaren Phospholipidschichten.

4.1 Substratpraparation

Bei den verwendeten Silizium(100) Proben, auf denen die Alkylsilan SAMs prépariert
wurden, handelt es sich um n-dotierte Siliziumwafer der Orientierung (100). Der Wafer
wurde in Stiicke der GroBe 10 x 10 mm? zerlegt, was fiir den AFM-Substrathalter der
obere Grenzwert war. Zur Entfernung von organischen Kontaminationen sowie Si-
Kriimeln, die sich beim Brechen des Wafers auf den Proben abgelagert haben, wurde eine
Ultraschallreinigungsprozedur durchgefiihrt. Diese bestand aus jeweils 15 min Ultra-
schallbddern in Azeton, entionisiertem Wasser und 2-Propanol. Anschlieend wurden die
Proben bis zur weiteren Verwendung in Ethanol gelagert.

4.2 SAM-Priparation

Die Priparation der Alkylsilan-SAM-Systeme ldsst sich in drei Schritte untergliedern: Die
Oberflachenaktivierung des Si-Substrates, die SAM-Immersionsbeschichtung und den
Reinigungsprozess. In Abbildung 4.1 ist der Priaparationsablauf schematisch dargestellt.

Oberflachenaktivierung ~ Immersionsbeschichtung Reinigung

g—»_"’,’{; dsr~)

mittels Carowscher Saure

24 h Ultraschallbad
o /
! =| /1A
mittels 172 nm UV-Licht

N -Trocknung
2

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der SAM Prdparationsschritte.



4 Priparation der Schichtsysteme

4.2.1 Oberflachenaktivierung

Aus der Literatur ist bekannt, dass sich auf Siliziumoberflachen nur dann ein geschlosse-
ner Alkylsilan-SAM ausbildet, wenn, die Oberflache zuvor hydroxyliert worden ist [77].
Die Hydroxylierung, bei der die oberste Siliziumoxidschicht mit OH-Gruppen terminiert
wird, wurde iiber zwei unterschiedliche Verfahren erreicht:

e Nasschemisch in Carowscher Séure [71]
Hierzu werden die Si-Proben fiir eine Stunde bei 80°C in Carowsche Saure, eine
Mischung aus H,SO4 (97%-1g) und H,O, (30%-ig) im Verhiltnis 3:1, gelegt. An-
schlieBend werden die Proben intensiv mit entionisierten Wasser gespiilt und mit
Stickstoff (5.0) getrocknet.

* Bestrahlung mit UV-Licht an Luft [52]
Bei diesem Verfahren werden die Proben mittels der in Kapitel 3 beschriebenen
UV-Eximer Lampe 15 min an Luft belichtet. Der Probenabstand zum Austritts-
fenster der Lampe betrigt dabei 25 mm.

Unabhéngig vom Hydroxylierungssverfahren wird anschlieend sofort mit dem Immersi-
onsschritt begonnen.

4.2.2 Immersionsbeschichtung

Zur Immersionsbeschichtung werden die hydroxylierten Proben in eine Losung aus Bi-
cyclohexyl [200] und den verschiedenen Alkylsilan-SAMs unter Ar-Atmosphédre (Argon
5.0) fiir mindestens 24 Stunden gelegt [80]. Die verwendeten Konzentrationen der SAMs
im Losungsmittel sind:

* ca. 3 mM beim OTS [201] (10 pul OTS in 10 ml Bicyclohexyl)
e ca. 4 mM beim DTS [202] (10 ul DTS in 10 ml Bicyclohexyl)
* ca. 3 mM OTS + ca. 4 mM DTS beim gemischten SAM

Die Immersion geschieht bei Raumtemperatur (ca. 22°C).
4.2.3 Reinigungsprozess

Im letzten Schritt werden die Proben der SAM-Losung entnommen und einer Reini-
gungsprozedur unterzogen, um nicht adsorbierte Molekiile zu entfernen. Die Proben wer-
den jeweils fiir einige Minuten in Hexan (p. A.), Chloroform (p. A.), 2-Propanol (p. A.)
und destillierten Wasser im Ultraschallbad behandelt. Falls nach dieser Prozedur noch
Wasserreste auf der Probe sind, wird die Probenoberflache mit Stickstoff (5.0) getrocknet.
Urspriinglich wurde diese Prozedur von der Arbeitsgruppe M. Grunze (Uni Heidelberg)
zur Reinigung von Octadecyltrimethoxysilan-Schichten auf Chrom entwickelt ([203], S.
56).

Nach dieser Priparation besteht die Moglichkeit, die Proben zu lagern, da diese Schichten
unter Umgebungsbedingungen stabil sind. Untersuchungen von Lercel et al. [204] an sol-
chen Schichten, zeigten keine Verdnderungen in der Dicke und den Oberflicheneigen-
schaften nach Lagerungszeiten von mehr als einem Jahr unter Umgebungsbedingungen.
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4.3 Funktionalisierung der SAMs mittels UV-Belichtung

In diesem Unterkapitel wird auf die Verédnderungen eingegangen, die ODS-SAMs unter
Bestrahlung mit UV-Licht an Luft sowie unter weitgehendem Luftabschluss, durch Auf-
legen einer LiF-Kristallplatte auf die Schicht, erfahren. AnschlieBend wird auf die Cha-
rakterisierung der durch die Maske belichteten SAMs eingegangen.

Wird Luft mit UV-Licht einer Wellenlédnge von 172 nm bestrahlt, laufen eine Reihe pho-
tochemischer Reaktionen ab. Die wichtigste ist die Erzeugung atomaren Sauerstoffs -

o, O 0(3 P)+ O(3P) - die bei Wellenldngen unterhalb von 245,4 nm abléduft [205].

In einem an Sauerstoff reichen Gas reagiert in einem zweiten Schritt der erzeugte atomare
Sauerstoff groftenteils mit O, unter Bildung von Ozon [206]. Sind in der Luft Anteile von
Wasserdampf enthalten, ist ab einer Wellenldnge von weniger als 242 nm die Photodisso-
ziation von Wasser moglich:

H,00M  H+0H(’M) [205]

Der Abbau einer Kohlenwasserstoffschicht auf einer Substratoberfliche lduft mehrstufig
ab. Durch Angriff der in der Luft erzeugten Radikale, wobei der atomare Sauerstoff auf-
grund seiner um Grofenordnungen hoheren Reaktionsrate die Hauptrolle spielt, als auch
durch Photolyse verliert die Kohlenstoffkette ein Proton. Ist die Kohlenwasserstoffkette
erst einmal in ein Radikal verwandelt, sind die nachfolgenden Reaktionen mit molekula-

rem Sauerstoff, die zum Abbau der Kette unter Bildung von CO; und H,O fiihren, exo-
therm [207].

Aus der Literatur ist bekannt, dass im Vakuum mit UV-Licht (172 nm) bestrahlte ODS-
Schichten photodegradiert werden. Nach einer Dosis von 2,6 J/cm? konnte mittels Ront-
gen-Photoelektronenspektroskopie (XPS) weder Kohlenstoff noch Oxidationsprodukte
wie —COOH und —CHO auf der Oberfliche nachgewiesen werden [52]. Lee et al. [208]
haben Alkylsilan-SAMs an Luft mittels UV-Licht mit einem typischen Quecksilberbo-
genlampen-Spektrum durch eine Maske bestrahlt. Das Belichtungsmuster wurde dann
unter Benutzung eines AFM abgebildet.

Fiir die UV-Belichtung der ODS-SAMs wurde die im Kapitel 3.1 vorgestellte Eximer-
Lampe eingesetzt.

4.3.1 UV-Bestrahlung eines OTS-SAM an Luft

Zur Charakterisierung der Photodegradierung eines Alkylsilan-SAM wurde ein mit ODS
beschichtetes Si-Waferstiick mit UV-Licht (172 nm) bestrahlt. Die Belichtung wurde
nach bestimmten Zeitenintervallen unterbrochen, die Probe der UV-Belichtungseinheit
entnommen und einer Wasser-Kontaktwinkel- sowie einer Rontgenreflektivitdtsmessung
unterzogen. Nach diesen Messungen, die etwa 1,5 h in Anspruch nahmen, wurde die Pro-
be wieder in die Belichtungseinheit gelegt und die Belichtung fortgesetzt (akkumulieren-
de Belichtung).

Die Schichtdicke wurde durch Auswertung der Rontgenreflektivititsdaten mittels Simula-
tionen, ausgehend von einem Zweischichtmodell, bestehend aus Si-Substrat, SiO,-
Schicht, SAM sowie der umgebenden Luft, bestimmt. Als feste Parameter wurden dabei
eine SiO,-Schichtdicke von 1 nm, eine Si-SiO, Grenzflichenrauhigkeit von 0,3 nm und
eine Si0,-SAM Grenzflichenrauhigkeit von 0,3 nm angenommen. Als Fitparameter wur-
den die SAM-Schichtdicke, der Realteil des Brechungsindex der SAM-Schicht sowie die
Oberflichenrauhigkeit SAM-Luft gewidhlt. Der Schichtdickenfehlerbereich der Rontgen-
reflektometrieergebnisse ist durch 1,25 X? des besten Fits an die Messkurve gewihlt. In
Abbildung 4.2 sind exemplarisch die Simulationsergebnisse einer unbelichteten ODS-
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4 Priparation der Schichtsysteme

Schicht dargestellt. Zusétzlich zu dem besten Fit (rote Kurve) sind auch die um 1,25 X2
abweichenden Fits fiir die maximale sowie minimale Schichtdicke abgebildet.

10° f ' e :
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E d=2,490 nm (1,25 x?) ]
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Abbildung 4.2: Simulation der Schichtdicke einer unbelichteten ODS-
Schicht auf Silizium.

Die Messunsicherheit der Schichtdickendnderungen wurde mit dem Gauf3schen Fehler-
fortpflanzungsgesetz [209] jeweils aus den Fehlerbereichen der beiden Einzelschichtdi-
ckenmessungen bestimmt. Die Ausgangsschichtdicke der ODS-Schicht betrug
2,435 nm * 0,055 nm.

Die Schichtdickendnderung des SAMs, bezogen auf die unbelichtete Schicht, sowie die
Wasser-Kontaktwinkel (fortschreitend, riickziehend) sind in Abbildung 4.3 dargestellt.
Als Ergebnis ist ein rascher Abfall des Kontaktwinkels in den ersten Minuten der Belich-
tungszeit festzustellen, der nach 6 Minuten ein Plateau erreicht. Die Schichtdicke beginnt,
nach einem Anstieg in den ersten zwei Minuten, abzufallen und erreicht nach etwa 4 Mi-
nuten die Anfangsdicke. Im weiteren Belichtungsverlauf féllt die Schichtdicke dann linear
mit einer Rate von ca. 0,15 nm/min ab.

Die Ursache fiir die Schichtdickenzunahme in den ersten Minuten ist sehr wahrscheinlich
ein Wasserfilm, der sich durch Erhohung der Oberflichenenergie, nachgewiesen durch
die Kontaktwinkelabnahme, auf der Oberfliche ausbildet und zur Schichtdicke beitragt.
Die starke Abnahme des Kontaktwinkels in Verbindung mit einer nahezu konstanten
Schichtdicke in den ersten Minuten ist ein deutliches Indiz fiir den Austausch von hydro-
phoben CH3-Endgruppen in hydrophilere wie z.B. OH- oder COOH-Endgruppen.
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Abbildung 4.3: UV-Degradierung einer ODS-Schicht auf Silizium (akkumu-
lierende Belichtung).

Als Nichstes wurden zum Vergleich verschiedene ODS-SAM Proben jeweils nur ein
einziges Zeitintervall belichtet und die Schichtdicke vor sowie nach der UV-Belichtung
sowohl mit dem Ellipsometer als auch mit dem Rontgenreflektometer bestimmt.
Kombinierte Rontgenreflektometrie- sowie Ellipsometriemessungen von R. Wassermann
et al. [77] an Alkylsiloxanen variierender Kettenldnge auf Si-Substraten erbrachten unab-
hiangig von der Alkylkettenlinge einen um ca. 0,2 nm hoheren Wert der SAM-
Schichtdicke bei Ellipsometriemessungen im Vergleich zu Rontgenreflektometriemes-
sungen. Zuriickgefiihrt wurde dies auf die nahezu identische Elektronendichte der Silanol-
Gruppen des SAMs und der SiO>—Schicht des Substrats, die bewirkt, dass der
entscheidende Elektronendichtesprung nicht erst an der Grenzfliche SiO,-SAM sondern
schon innerhalb des SAMs (zwischen den Silanol-Gruppen und den Alkylketten) liegt. Da
weiterhin die SAM-Schichtdicke groftenteils aus der Lage des 1. Minimums der
Rontgenreflektometriekurve bestimmt wird, das durch destruktive Interferenz der an den
beiden Grenzflichen mit den Hauptelektronendichtespriingen reflektierten Teilstrahlen
entsteht (siehe Abbildung 2.17), wird eine um die Silanolgruppendicke veringerte SAM-
Schichtdicke gemessen. Die Elektronendichtednderung an der Grenzfliche SiO,-Si ist
dagegen sehr klein (siche Abbildung 2.17), was bewirkt, dass die erhohte Oxid-
schichtdicke nur einen geringen Einfluss auf die Rontgenreflektivititskurve und somit die
simulierte SAM-Schichtdicke hat.

Unter Bertiicksichtigung dieser Fakten ergibt sich aus den kombinierten Rontgenreflektivi-
tits- und Ellipsometriemessungen ein Brechungsindex von 1,49 (bei 658 nm) fiir die un-
belichtete ODS-SAM-Schicht. Dieser Wert wurde als Grundlage zur Schichtdickenbe-
stimmung der belichteten ODS-SAM mittels Ellipsometer verwendet.

Zusétzlich wurde bei jeder Probe der Wasser-Kontaktwinkel gemessen.
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4 Priparation der Schichtsysteme

Der Schichtdickenfehlerbereich der Rontgenreflektometrieergebnisse wurde nach dem
gleichen Schema wie in Kapitel 4.3.1 berechnet. Die mittels Ellipsometrie bestimmten
Schichtdicken sind der Mittelwert von 4 Messungen an verschiedenen Stellen der Pro-
benoberfliche. Als Messunsicherheit wurde die Standardabweichung dieser 4 Messwerte
gewdhlt.

Die gemessenen Daten sind in Abbildung 4.4 dargestellt. Die mittels Rontgenreflektome-
ter bestimmten Anfangsschichtdicken der ODS-Schichten lagen zwischen 2,44 nm und
2,52 nm.

Kontaktwinkel : fzztsk:fler;;ﬁd Schichtdickeninderung : gﬁ?;fgﬁf:g:ktometer

207771771 71— 7104

A i 1

- - --—---- Fommm oo —0,0
100 = = ] 3 ) —
| "z

o - 1-0,4
> g0 | i | g
ER B
£ : 1™ 2
z 60 - “ 1 :g
= i . d.12 ©
s 2 g
E 40 + RN . g
- . +-1,6 v-§
G
20 | ‘ . . 4-2,0 A

0 P TP R R S SR SRR S 4 124

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Belichtungszeit [min]

Abbildung 4.4: UV-Degradierung von ODS-Schichten auf Silizium mittels
Rontgenreflektometrie und Ellipsometrie ausgewertet (Belichtung nicht ak-
kumulierend).

Die mittels der Rontgenreflektometriemessungen bestimmte Schichtdickendnderung zeigt
nahezu identische Werte wie bei der in Abbildung 4.3 gemessenen Probe. Auch die ge-
messenen Wasser-Kontaktwinkel zeigen eine annihernde Ubereinstimmung. Dies zeigt,
dass mehrstiindige Unterbrechungen wéhrend der Belichtungsprozedur nahezu keinen
Einfluss auf die hervorgerufenen Schichtverdnderungen haben.

Beim Vergleich der ermittelten Schichtdickendnderungen anhand der beiden Messmetho-
den (Ellipsometrie/Rontgenreflektometrie) fillt die Diskrepanz im Bereich kurzer Belich-
tungszeiten auf. Die mittels Rontgenreflektometrie bestimmten Schichtdickenédnderungen
zeigen deutliche Abweichungen von den mittels Ellipsometer bestimmten Werten. Da die
mittels Rontgenreflektometrie bestimmten Schichtdicken nur sehr gering von der Schicht-
zusammensetzung beeinflusst werden, muss die Abweichung auf den als konstant ange-
nommenen Brechungsindex der Schicht bei Ellipsometriemessungen zuriickgefiihrt wer-
den. Die grofleren Schichtdickendnderungen bei Ellipsometriemessungen lassen sich nur
durch eine Abnahme des Brechungsindex des SAM wihrend der ersten Belichtungsminu-
ten erkldren. Eine Ursache dieser Abnahme konnte ein diinner Wasserfilm auf der Ober-
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fliche, aber auch eine Auflockerung des SAMs infolge Desorption von kompletten Alkyl-
ketten, sein.

4.3.2 Analysen zum Aufbau der Belichtungsmasken

Zur Bestimmung des Einflusses des umgebenden Gases (Luft mit Anteilen von photo-
chemisch erzeugten Radikalen) wurde eine Probe durch einen plan aufliegenden 2 mm
dicken LiF-Kristall belichtet. LiF ist bei einer Wellenldnge von 172 nm nahezu transpa-
rent. Geringe Intensititsverluste sind aber durch Reflexion an den beiden Kristallgrenzfla-
chen (ca. 7%) und durch Verunreinigungen an den Grenzflachen des Kristalls zu erwarten
[210].

Der Belichtungsprozess wurde an einer einzelnen Probe durchgefiihrt, die nach bestimm-
ten Zeitabstdnden ex situ einer Wasser-Kontaktwinkelmessung und einer Rontgenreflek-
tometriemessung unterzogen wurde. Diese Prozedur wurde gewihlt, um vergleichbare
Ergebnisse zu einer ohne LiF-Kristall belichteten Probe (sieche Abbildung 4.3 ) zu erhal-
ten. Die Auswertung der Rontgenreflektometriedaten wurde nach dem gleichen im Ab-
schnitt 4.3.1 beschrieben Schema durchgefiihrt. Die Messergebnisse sind in Abbildung
4.5 dargestellt. Die Anfangsschichtdicke der ODS-Schicht betrug 2,49 nm + 0,06 nm.
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Abbildung 4.5: UV-Belichtung (akkumulierend) eines ODS-SAM durch ei-
nen plan aufliegenden LiF-Kristall.

Im Vergleich zu den in Abbildung 4.3 dargestellten Messwerten zeigt sich ein deutlich
abweichendes Verhalten sowohl in der ermittelten Schichtdicke als auch im Kontaktwin-
kel. Die simulierte Schichtdicke zeigt in den ersten Minuten keine Schichtdickenzunah-
me. Ein deutlich groBerer Wasser-Kontaktwinkel, der flir eine weniger hydrophile Ober-
flache spricht, die somit einen diinneren Wasserfilm auf der Oberfldche ausbildet, konnte
dies erklidren. Die Schichtdickenabnahme nach der 8. Minute mit ca. 0,05 nm/min ist um
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den Faktor 3 kleiner als bei frei belichteten Proben. Dies zeigt, dass der direkte Kontakt
zur umgebenden Luft, die durch UV-Bestrahlung zusitzliche Anteile von Ozon und ande-
ren kurzlebigen Radikalen besitzt, eine entscheidende Rolle spielt. Weiterhin ist ein voll-
stindig verdndertes Verhalten zwischen Schichtdicke und Kontaktwinkel festzustellen.
Der deutlich héhere Kontaktwinkel in den ersten Minuten ist auf eine geringere Anzahl
von hydrophilen Endgruppen wie Hydroxyl- oder Carboxylgruppen auf der Oberfldche
zuriickzufiihren. Der aufgelegte LiF-Kristall behindert den freien Zugang von Sauerstoft-
und Hydroxylradikalen zur Oberfliche, was das Entstehen hydrophiler Endgruppen ein-
schrinkt.

4.3.3 Ubertragung von Mikrostrukturen in den SAM

Aufgrund der Ergebnisse zur Schichtdegradierung unter Luftkontakt sowie unter Luftab-
schluss wurde ein Cu-Gitter mit einer Gitterperiode von 25 um als Belichtungsmaske
gewdhlt (siche Abbildung 4.6). Dieses Gitter wurde direkt auf die zu belichtende Proben-
oberfliche gelegt und fixiert bzw. angedriickt. Als Belichtungszeiten wurden 4 min so-
wie 15 min gewihlt. AnschlieBend wurden die Proben einer Reihe von Charakterisie-
rungsverfahren unterzogen.

Abbildung 4.6: Lichtmikroskopische Aufnahme des Cu-Gitters.

Da aus den vorangegangenen Untersuchungen nach einer Belichtungszeit von 4 min eine
Kontaktwinkeldnderung von 111° auf ca. 45° gemessen wurde, ist zu erwarten, dass sich
diese Kontaktwinkelunterschiede auch zwischen den belichteten und abgeschatteten (un-
belichteten) Gebieten aufbauen. Ein solches laterales Muster, bestehend aus hydrophilen
und hydrophoben Gebieten, sollte zur Folge haben, dass Wasser bevorzugt auf den
hydrophilen Gebieten der Oberfldche adsorbiert bzw. sammelt, was mittels eines Licht-
mikroskops beobachtet werden konnte.

Durch Verwendung eines Peltier-Elementes (sieche Abbildung 4.7) zur Absenkung der
Probentemperatur knapp unter den Taupunkt ist es mdglich, die GroBe von Wassertropt-
chen, die bevorzugt in den hydrophilen Gebieten entstehen, zu steuern. Auf diese Weise
konnen auf der Oberfliche entstandene Wassertropfchen tiber viele Minuten erhalten
werden. Eine lichtmikroskopische Aufnahme solch eines Tropfchenmusters ist in
Abbildung 4.7 dargestellt.
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Probe

Kiihlkorper

Abbildung 4.7: Aufbau zur Kiihlung der Probe (links); lichtmikroskopische
Aufnahme des an der Oberfldche kondensierten Wassers (rechts).

Unter Verwendung des abbildenden Ellipsometers gelang es nicht, die mittels 4 min UV-
Belichtung durch das Cu-Gitter erzeugten lateralen Modifikationen sichtbar zu machen,
was durch eine zu erwartende Hohendifferenz von weniger als 0,1 nm zwischen belichte-
ten und unbelichteten Gebieten erklédrt werden kann.

Mittels eines im Ultrahochvakuum (UHV) betriebenen Photoemissions-Elektronen-
mikroskops (PEEM) ([211], S. 50 ff.) gelang es, die so chemisch strukturierte Oberfldche
abzubilden (siche Abbildung 4.8). Zur Beleuchtung der Probe wurde eine Quecksilber-
dampflampe verwendet, deren kurzwelligste Linie (A =254 nm) einer Photonenenergie
von 4,9 eV entspricht. Zu erkennen sind hell erscheinende Quadrate, die belichteten Ge-
bieten zugeordnet werden konnen. Die dunklen Linien zwischen den Quadraten entspre-
chen unbelichteten Gebieten, die von der Gitterstruktur abgedeckt wurden. Der Kontrast-
mechanismus in diesem Bild entsteht durch unterschiedliche Austrittsarbeiten an der O-
berfliache, die zu unterschiedlichen Photoemissionsintensititen in der Schwellenphoto-
emission fiihren [212]. Die starke Zunahme der Elektronenemission in den belichteten
Gebieten ist wahrscheinlich auf die selektive Adsorption von Kontaminationen (wéhrend
der Lagerung an Luft) in diesen Gebieten zurlickzufiihren, welche sich in der Luftfeuch-
tigkeit gebunden, selektiv auf den belichteten Quadraten zu einem Oberflédchenfilm abla-
gern. Dieser Film weist eine gegeniiber der hydrophoben SAM-Oberfliche reduzierte
Austrittsarbeit auf und erscheint daher hell. Ein weiterer Hinweis auf den selektiven Stoft-
transport von Kontaminanden auf den belichteten Strukturen ergibt sich aus der Anhdu-
fung von Material jeweils im Zentrum der Quadrate nach Abdampfen des adsorbierten
Wasserfilms im UHV, welcher sich durch die hellen Spots als topographische Erh6hung
im PEEM-Bild manifestiert.

Eine weitere Probe wurde 15 min durch ein 25 pum Cu-Kreuzgitter belichtet. Die so er-
zeugte Oberflichenmodifikation ldsst sich im Ellipsometer abbilden, da hier ein
Hohenunterschied von ca. 1,5 nm zwischen belichteten und unbelichteten Gebieten zu
erwarten ist. In Abbildung 4.9 ist eine auf diese Weise angefertigte Struktur dargestellt.
Durch geeignete Wahl des Polarisator- und Analysatorwinkels des Ellipsometers, wird
erreicht, dass Licht, das an UV-belichteten Gebieten reflektiert wird, vollstindig vom
Analysator abgeblockt wird (Null-Einstellung), wohingegen an unbelichteten Stellen
reflektiertes Licht einen anderen Polarisierungszustand aufweist und deshalb nicht
vollstindig vom Analysator ausgeldscht wird.

Eine Zunahme der Linienbreite der Gitterstruktur vom rechten zum linken Rand ist wahr-
scheinlich auf ein im linken Bereich nicht aufliegendes Gitter zuriickzufiihren.
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4 Priparation der Schichtsysteme

Abbildung 4.8: PEEM-Abbildung eines durch ein 25 um Gitter 4 min be-
lichteten ODS-SAM. PEEM-Abbildungsparameter:
Photonenenergie: 4,9 eV, Belichtungszeit: 300 s [212].

Abbildung 4.9: Ellipsometer-Aufnahme eines durch ein 25um Gitter 15 min
belichteten ODS-SAM.

4.4 Priparation von Hybrid-Bilayer-Membranen (HBMs)

Die in dieser Arbeit praparierten Hybrid-Bilayer-Membranen wurden iiber eine Vesikel-
fusion von unilamellaren Lipidvesikeln mit einer mit ODS-SAM beschichteten Oberfla-
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che durchgefiihrt. In einem ersten Schritt mussten diese unilamellaren Vesikel préapariert
werden. In diese Vesikel wurde zum Teil das Peptid Gramicidin D eingebaut. Die eigent-
liche Beschichtung findet durch Immersion der Proben in dieser priparierten Losung statt.
In Abbildung 4.10 ist der gesamte Prédparationsablauf schematisch dargestellt.

DMPC-Losung kristallisiertes grofle, multi-
DMPC lamellare
- Vesikel
Elntrqflli\lnung Hinzugabe der
it Pufferlosung
—_—) > —
RO +24h 15 min Quellen, @
14 ‘ Hochvakuum R schiitteln
(+ Gramicidin) Ultra-
schallbad
) . kleine, uni-
HBM Vesikelfusion lamellare
Vesikel
Absenkung der Immersion der
009999 anate ne Puffertemperatur SAM-Probe
RN AR R ‘
+ Proben- (einige Stunden)
entnahme

Abbildung 4.10: Schematische Darstellung der HBM-Prdiparationsschritte.

Préparation von SUVs (small unilamellar vesikels)

Die Préparation der SUVs wurde in Anlehnung an die Barenholz-Prozedur durch-
gefiihrt [213].

Eine Menge von ca. 10 mg DMPC [214] wurde in 5 ml Methanol:Chloroform
(1:1) gelost. AnschlieBend wurde die Losung mittels eines Stickstoffstrahles (5.0)
eingedampft und fiir ca. 24 h einem Hochvakuum ausgesetzt. Nach dieser
Behandlung wurde 15 ml Tris-Pufferlosung dazugegeben und der DMPC-
Bodensatz 30 min bei 30°C quellen gelassen. Die Tris-Pufferlosung bestand aus
50 mM Tris-HCI sowie 150 mM NaCl [215], was durch Losung einer Tris-Puffer-
Salz-Tablette in 15 ml dreifach destilliertem Wasser erreicht wurde.

Danach wurde die Losung einige Minuten geschiittelt, bis sie eine triibe weilliche
Farbung annahm. Aus der Literatur ist bekannt, dass auf diese Weise multilamel-
laren Vesikel (MLVs) mit Durchmessern zwischen einigen um und einigen
100 nm entstehen [216]. Danach wurden durch Ultraschallbehandlung die aus
mehr als 10 Zyklen (15 min Ultraschallbad und 15 min Ruhezeit) bestand, kleine
unilamellare Vesikel (SUV) erzeugt [217]. Wihrend dieser Prozedur wurde die
Wassertemperatur des Ultraschallbades durch Kiihlung unter 35°C gehalten. Das
Ende dieses Prozesses ist durch eine durchsichtige Losung, die eine leicht blauli-
che Farbung hat, gegeben.
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4 Priparation der Schichtsysteme

Zur Priparation von Lipid-Vesikeln mit Gramicidin Einlagerungen wurde der
DMPC-Losung vor dem Eindampfen mittels Stickstoffstrahls ca. 1 mol% Grami-
cidin D [218] beigefiigt. Die unilamellaren Vesikel wurden dann nach der oben
beschriebenen Prozedur hergestellt.

* Immersionsbeschichtung

Zur eigentlichen Beschichtung wurden die mit einem ODS-SAM beschichteten
Siliziumproben fiir einige Stunden bei einer Temperatur von 30°C in die prépa-
rierte Vesikellosung gelegt. Vor dem Herausnehmen der Proben aus der Pufferlo-
sung wurde die Losungstemperatur auf ca. 10°C abgesenkt, wodurch der Film in
die Gelphase iiberfiihrt und somit stabilisiert wird. Die vorsichtig aus der Losung
gezogenen Proben wurden zuletzt noch kurz in eine Tris-Pufferlosung getaucht,
die ebenfalls eine Temperatur von 10°C hatte.

4.5 Préparation der multilamellaren Phospholipidschichten

Die Priparation der multilamellaren Phospholipidschichten ist folgendermaBen durchge-
fihrt worden: Eine mit einem SAM beschichtete Probe wird fiir 10 min in eine 1,3 mM
Losung DMPC in Nonan:Isobutanol (10:1), gelegt. Die Losungsmittel Nonan und Isobu-
tanol haben den Reinheitsgrad p.A., die Losungsmitteltemperatur betrdgt 30°C. Diese
Prozedur ist grob angelehnt an ein von Z. Tang et al. [219] verwendetes Priparationsver-
fahren zur Herstellung von DMPC-OTS-HBMs. Anstelle des Nonans wurde von ihnen
Dekan als Losungsmittelkomponente verwendet.

Nach dem Herausnehmen wird die Probe direkt in dreifach destilliertes Wasser gelegt,
das vorher auf Temperaturen zwischen 30°C und 98°C gebracht wurde. Die Probe ist
dabei noch von einem diinnen Nonan/Isobutanol-Film iiberzogen. Nach einer Zeitspanne
von ca. 10 min, wéihrend der die Wassertemperatur konstant gehalten wird, wird die Pro-
be entnommen und sofort mit einem Stickstoffstrahl (5.0) getrocknet. In Abbildung 4.11
ist der Préparationsablauf schematisch dargestellt.

Immersion Quellen Trocknen
N,
. [,
PRITMIA: i HAT
i s i THbdrtaG
i i

10 min, 30°C 10 min

Abbildung 4.11: Schematische Darstellung der Prdparation multilamellarer
Phospholipidschichten.
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Kapitel 5

Die zeitliche Stabilitat von ODS-DMPC-
Hybridschichten

In diesem Kapitel wird auf die =zeitlichen Verdnderungen von ODS-DMPC-
Hybridschichten (HBMs) bei Lagerung unter Umgebungsbedingungen eingegangen. Ein
Weg, diese Degradierung der Schichten zu verlangsamen, ergab sich durch Einbau des
porenbildenden Peptids Gramicidin in die Hybridschichten.

Weiterhin wird gezeigt, dass es moglich ist, degradierte HBMs mittels Rehydratisierung
zu ,reparieren” und wieder in den hydrierten Zustand nach der Préparation zu {iberfiihren.
Eine deutlich beschleunigte Trocknung des HBM, im Gegensatz zur Trocknung unter
Umgebungsbedingungen, wurde durch Lagerung im Vakuum erreicht. Auf diese Weise
getrocknete Schichten waren anschlieend {iber einen Zeitraum von einigen Wochen sta-
bil.

Die in diesem Kapitel présentierten Schichten wurden mittels Rontgenreflektometrie- und
teilweise durch AFM-Messungen im noncontact mode charakterisiert.

5.1 Degradierung der ODS-DMPC-Schichten unter Umgebungs-
bedingungen

Zur Charakterisierung des Alterungsverhaltens von HBMs wurde ein System bestehend
aus einem ODS-SAM und einem DMPC-Monolayer auf einem Si-Substrat prapariert. Die
hergestellten Schichten wurden dann an Luft unter Umgebungsbedingungen (ca. 22°C-
25°C) gelagert und in bestimmten Zeitintervallen einer Rontgenreflektometriemessung
unterzogen. Unter diesen Bedingungen (Temperatur; aus der Luftfeuchtigkeit hydratisiert)
ist der Phaseniibergang der Lipidfilme nicht gut bekannt. Die Schichten befinden sich bei
diesen Messungen aber vermutlich in der Gelphase.

In Abbildung 5.1 sind die Messkurven einer HBM 1 h, 7 d und 48 d nach der Priparation
dargestellt. Aus der direkt nach der Préparation ausgefiihrten Rontgenreflektivitdtsmes-
sung ldsst sich eine HBM-Schichtdicke von 5,25 nm + 0,20 nm mittels Simulation
bestimmen (siche Abbildung 5.2). Die Simulation geht dabei von einem Dreischichtsys-
tem bestehend aus einer 1,0 nm dicken SiO,-Schicht, einer 2,45 nm dicken CH,-Schicht
(fir das ODS) sowie einer weiteren Schicht, die dem Phospholipidmonolayer entspricht,
auf dem Si-Substrat aus. Als Simulationsparameter wurden die Phospholipidschichtdicke,
die Dichte der Phospholipidschicht und die Grenzflachenrauhigkeit zur Luft verwendet.
Bei allen weiteren in diesem Kapitel beschriebenen Schichtdickensimulationen wurde
dieses Schichtmodell verwendet.



5 Die zeitliche Stabilitit von ODS-DMPC-Hybridschichten

Reflektivitat

1. Minimum

1. Minimum

—— ODS-Schicht Lagerungszeit an Lutft:
lh E

— 7d :

— 48d -

DMPC-Multilayer =

Bragg Peak

PR I S T T I SR T T PR TR T
1,0 1.5 2.0 2.5
Glanzwinkel [°]

Abbildung 5.1: Rontgenreflektometriemessungen einer unter Umgebungs-
bedingungen gelagerten ODS-DMPC-Hybridschicht.
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Abbildung 5.2: Rontgenreflektometriemessung und Simulationskurve einer
eine Stunde unter Umgebungsbedingungen gelagerten ODS-DMPC-

Hybridschicht.
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Von D. Marchal et al. [220] durchgefiihrte Neutronenstreuungsmessungen unter kleinen
Winkeln (SANS) an ODS-DMPC-Hybridschichten in wéssriger Umgebung lieferten eine
Schichtdicke von 4,7 nm + 0,5 nm. Dieser Wert liegt etwas niedriger als der an Luft ge-
messene Wert, was auf die unterschiedlichen Messverfahren zuriickgefiihrt werden kann.
Im Gegensatz zu den SANS-Messungen kann bei den durchgefiihrten Rontgenreflekto-
metriemessungen ein zusitzlich auf dem HBM adsorbierter Wasserfilm nicht vom HBM
unterschieden werden.

Andererseits wiirde man bei einer ODS-Schichtdicke von 2,45 nm und einer DMPC-
Bilayerdicke in der Gelphase von 3,9 nm [221] nur eine Schichtdicke von 4,4 nm
(2,45 nm ODS + 1,95 nm DMPC-Monolayer) erwarten. Eine plausible Erkldrung fiir die
zusitzlichen 0,85 nm ist ein Wasserfilm, der an der hydrophilen Phospholipidgruppe des
DMPC lokalisiert ist.

Nach einer Lagerdauer von 7 Tagen an Luft unter Umgebungsbedingungen wurde eine
weitere Rontgenreflektometriemessung durchgefiihrt. Das Ergebnis ist eine deutlich ver-
anderte Reflektivititskurve, die bis auf das kaum ausgeprigte 1. Minimum bei 0,92° sich
dem einer ODS-Schicht angenéhert hat. Dieses Ergebnis lésst sich als Zerfall der DMPC-
Monolage deuten. Die Verschiebung des 1. Minimums zu Werten einer ODS-Schicht
spricht fiir eine intakte ODS-SAM-Schicht, das flache 1. Minimum ldsst sich durch Bil-
dung von DMPC-Inseln erkldren. Eine direkt im Anschluss durchgefiihrte nc-AFM-
Messung ist in Abbildung 5.3 dargestellt. Auf dem Bild sind Inseln zu erkennen, die eine
laterale Ausdehnung von einigen 10 nm und eine Hohe von bis zu 13 nm aufweisen, was
das Ergebnis der Rontgenreflektometriemessung bestitigt. Das ebenfalls in Abbildung 5.3
dargestellte Histogramm zeigt eine breite Verteilung der Hohen, was zu diesem Zeitpunkt
gegen das Vorliegen von ,,geordneten” DMPC-(Multi)Doppelschichten spricht.

Nach weiteren 41 Tagen Lagerung unter Umgebungsbedingungen wurde eine weitere
Messung durchgefiihrt. Die gemessene Kurve weist nur noch geringe Verdnderungen auf.
Ein bei 0,77° auftretender Peak ist jetzt allerdings deutlich zu erkennen. Dieser Bragg-
Peak wird durch eine periodische Schichtstruktur mit einer Periode von ca. 5,7 nm er-
zeugt. Dieser Wert ist um 0,7 nm kleiner als bei einer vollstdndig hydratisierten DMPC-
Multi-Doppelschicht, die sich aus 3,9 nm Doppelschichtdicke und 2,5 nm Wasserschicht
zusammensetzt [222].

Die Messergebnisse zeigen den Zerfall der DMPC-Monolage infolge einer Entnetzung
der ODS-Oberfliche eines priaparierten HBM schon in den ersten Tagen nach der Priapa-
ration. Im weiteren Verlauf kommt es dann zur Entstehung von Inseln, die aus DMPC-
Multilayern aufgebaut sind. Im Gegensatz dazu stehen von Meuse et al. [223] mittels
Langmuir-Schifer-Technik préparierte Octadecanthiol-DMPC-Hybridschichten, die an
Luft stabil waren. Zusétzlich wurde innerhalb der DMPC-Schicht ein deutlich héherer
Ordnungsgrad gemessen, als bei Raumtemperatur zu erwarten gewesen wére. Als Erkla-
rung wurde der deutlich geringere Hydratisierungsgrad dieser Schichten angefiihrt, der
eine Erhohung der Ubergangstemperatur zur Folge hat.
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Abbildung 5.3: Nc-AFM-Abbildung und Histogramm der Hohen einer 7 Ta-
ge unter Umgebungsbedingungen gelagerten ODS-DMPC-HBM.
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5.2 Der Einfluss des Membranproteins Gramicidin D auf die
Schichtstabilitét

Zur Charakterisierung des Einflusses des Peptids Gramicidin D [218] auf das Alterungs-
verhaltens bzw. die Schichtstabilitdt von ODS-DMPC-Hybridschichten wurde dieses Pep-
tidmolekiil in den HBM eingebaut. Die priparierten Schichten wurden unter Umgebungs-
bedingungen iiber einen Zeitraum von einigen Wochen gelagert. Wihrend dieser Zeit
wurden die Proben in gewissen Zeitabstdnden mittels Rontgenreflektometer charakteri-
siert.

In Abbildung 5.4 sind die Messkurven einer Probe 1 h, 5 d, 25 d und 40 d nach der Pripa-
ration dargestellt. Die mittels Simulationen gewonnenen Schichtdicken sind in Tabelle 5.1
dargestellt. Die direkt nach der Prédparation ermittelte Schichtdicke entspricht mit
5,48 nm % 0.15 nm etwa der einer DMPC-Schicht ohne Gramicidin-Einlagerungen.

Aus Schichtdickenmessungen an vollstindig hydrierten DMPC-Doppelschichten ist be-
kannt, dass Gramicidin Einlagerungen (5 mol%) keine Schichtdickeninderung an diesen
Systemen hervorrufen [136]. Die in diesen Schichten eingelagerten Gramicidin-Molekiile
bilden Dimere, die eine Lénge von ca. 2,5 nm [132] haben, was der Dicke des hydropho-
ben Innenbereichs eines DMPC-Bilayers von 2,8 nm in der fliissigen Phase [224], als
auch 3,03 nm in der Gel-Phase [225] nahe kommt. In einer ODS-DMPC-HBM wiirde
sich dementsprechend ein Gramicidin-Monomer in den hydrophoben Teil des DMPC-
Monolayers einpassen lassen. Diese Vermutung konnte allerdings nicht experimentell
untermauert werden.

Zeit seitder | Simulierte Schichtdicke | Messunsicherheit | Grenzflachenrauhigkeit
Priparation [nm] [nm] HBM-Luft [nm]
lh 5,48 0,15 0,88 £ 0,21
5d 5,01 0,10 0,65+0,18
25d 4,17 0,08 0,67 +0,17
40d 3,97 0,12 0,77+ 0,17

Tabelle 5.1: Mittels Simulation ermittelte Schichtdicke einer ODS-DMPC-
HBM mit Gramicidin-Einlagerungen

Die gemessenen Schichtdicken zeigen eine deutliche Abnahme mit zunehmender Lage-
rungszeit. Als Ursache dafiir kommt eine Austrocknung der Schicht infolge eines
kontinuierlichen Wasserverlustes in Frage. Zusétzlich konnte diese Schichtdickenabnah-
me durch den Verlust von DMPC-Molekiilen aus der DMPC-Monoschicht (infolge
Inselbildung) verstarkt werden, die zu einer Verkippung der DMPC-Molekiile innerhalb
der Monoschicht fiihren sollte.

Die ebenfalls in Tabelle 5.1 angegebenen Grenzfldchenrauhigkeiten HBM/Luft lassen
aufgrund der groBBen Fehlerbereiche keine klaren Aussagen zu.

Ein 21 Tage nach der Préparation aufgenommenes nc-AFM-BIild (siehe Abbildung 5.4)
bestitigt die Vermutung, dass zu diesem Zeitpunkt eine DMPC-Komplettschicht vorliegt.
Auf dieser Schicht ist eine geringe Anzahl von Inseln, die wahrscheinlich aus DMPC-
Molekiilen bestehen, zu erkennen.

Im direkten Vergleich zu Schichten ohne Gramicidin-Einlagerungen, die schon nach eini-
gen Tagen zu Inseln zerfallen sind, weisen diese Schichten eine deutlich erhohte zeitliche
Stabilitit auf.
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Abbildung 5.4: Rontgenreflektometriemessungen einer unter
Umgebungsbedingungen gelagerten ODS-DMPC-HBM mit Gramicidin-
Einlagerungen.
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Abbildung 5.5: Nc-AFM-Abbildung einer 21 Tage unter Umgebungsbedin-
gungen gelagerten ODS-DMPC-HBM mit Gramicidin-Einlagerungen.

5.3 Vakuumtrocknung und Rehydratisierung

Um eine Bestitigung fiir einen vermuteten Wasserverlust der HBMs zu erhalten, wurden
ODS-DMPC-Hybridschichten mit Gramicidin-Einlagerungen nach einer Lagerzeit von
einigen Wochen an Luft, die zu einer Schichtdickenabnahme um mehr als 1 nm fiihrte,
einer Rehydratisierung unterzogen. Dazu wurden die Schichten iiber einen Zeitraum von
30 min in dreifach destilliertes Wasser bei 30°C gelegt. In Abbildung 5.6 sind Rontgen-
reflektometriemessungen einer Probe direkt vor sowie nach dem Rehydratisierungspro-
zess dargestellt. Zum Vergleich sind auch noch zwei weitere Messungen, jeweils einige
Tage nach der Préparation und der Rehydratisierung, abgebildet. Jede dieser Kurven wur-
de mittels Computersimulation beziiglich der Schichtdicke ausgewertet.

Die iiber einen Zeitraum von ca. 6 Wochen unter Umgebungsbedingungen gelagerte Pro-
be, deren Hybridschicht vor der Rehydratisierung nur noch eine Dicke von
4,04 nm = 0,12 nm aufwies, hat 10 Tage nach der Rehydratisierung wieder eine Dicke
von 5,34 nm * 0,20 nm. Eine direkte Auswertung der Schichtdicke direkt nach der Re-
hydratisierung war nicht moglich, da eine Simulation dieser Messkurve unter Verwen-
dung eines Zweischichtmodells aber auch eines Dreischichtmodells, das den HBM in
ODS und DMPC-Schicht unterteilt, keine befriedigenden Ergebnisse lieferte. Die 10 Tage
nach der Rehydratisierung gemessene Schichtdicke liegt in der Néhe des 5 Tage nach der
Préiparation gemessenen Wertes von 4,98 nm + 0,10 nm und ist ein Hinweis flir den Wie-
dereinbau von Wasser in die Hybridschicht, das wahrend der Lagerung in die Gasphase

ging.
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Abbildung 5.6: Rontgenreflektometriemessungen einer ODS-DMPC-HBM
mit Gramicidin-Einlagerungen vor und nach der Rehydratisierung.

In einem weiteren Versuch wurde eine HBM-Schicht mit Gramicidin Einlagerungen fiir
1 Stunde einem Hochvakuum ausgesetzt. Die Schicht wurde mittels Rontgenreflektome-
ter vor sowie nach dieser Behandlung vermessen (siche Abbildung 5.7). Die Schichtdicke
vor dieser Behandlung betrdgt 5,34 nm * 0,20 nm, danach 4,70 nm % 0,10 nm. FEine
Schichtdickenabnahme von 0,64 nm wére unter Umgebungsbedingungen erst nach eini-
gen Tagen zu erwarten gewesen.

Diese vakuumgetrocknete Schicht wurde ca. 7 Wochen unter Umgebungsbedingungen
gelagert, bevor eine weitere Messung unternommen wurde. Die nahezu identischen Kur-
ven, dargestellt in Abbildung 5.8, sprechen fiir eine nahezu unveridnderte Schicht. Dies
steht ganz im Gegensatz zu Schichten, die keiner Vakuumtrocknung unterzogen wurden
und einen fortschreitenden Schichtdickenverlust zeigten. Dieses Verhalten deutet auf eine
Abnahme der Beweglichkeit der Lipidmolekiile infolge des Wasserverlustes hin.
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Abbildung 5.7: Réntgenreflektometriemessungen einer ODS-DMPC-HBM
mit Gramicidin-Einlagerungen vor und nach der Vakuumtrocknung.
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Abbildung 5.8: Réntgenreflektometriemessungen einer ODS-DMPC-HBM
mit Gramicidin-Einlagerungen nach der Vakuumtrocknung.
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5 Die zeitliche Stabilitit von ODS-DMPC-Hybridschichten

5.4 Zusammenfassung und Interpretation

Es konnte gezeigt werden, dass die priparierten ODS-DMPC-Hybridschichten unter Um-
gebungsbedingungen schon nach wenigen Tagen zerfallen, wobei Inselbildung zu be-
obachten ist. Schichten, in die das Peptid Gramicidin eingelagert ist, zeigen eine deutlich
verlangsamte Degradierung.

Die Schichtdickenverringerung der gramicidinbeladenen DMPC-Schicht wurde groften-
teils auf den Verlust von Wasser in der DMPC-Schicht, gefolgt von einer beginnenden
Entnetzung des ODS-Films, zuriickgefiihrt. Mittels Rehydratisierung konnte die
urspriingliche Schichtdicke wieder erreicht werden. Andererseits wurde gezeigt, dass der
im Vakuum deutlich beschleunigte Austrocknungsprozess den Schichten die zum Verfall
notwendige Zeit nimmt (quasi ,,schockgefroren®). Die auf diese Weise vakuumgetrockne-
ten Schichten waren dann an Luft iiber Zeitrdume von vielen Wochen stabil.

Ein ODS-DMPC-HBM im voll dehydratisierten Zustand an Luft sollte iiberwiegend
durch attraktive van der Waals Krifte zwischen den Alkylketten der DMPC-Molekiile
einerseits und zwischen den Alkylketten von DMPC- und ODS-SAM-Molekiilen ande-
rerseits stabilisiert werden. Die Existenz eines diinnen Wasser-Layers auf der DMPC-
Monoschicht sorgt fiir zwei weitere attraktive Krifte, die allerdings nicht zur Stabilisie-
rung der Schicht beitragen sollten. Einerseits besteht eine hydrophile Wechselwirkung
zwischen der Phosphocholin-Gruppe des DMPC und Wassermolekiilen ([226], S. 133 £.),
andererseits existieren Kohisionskriafte zwischen Wassermolekiilen ([226], S. 312 ff.).
Das Zusammenspiel dieser beiden Krifte sollte eine Anordnung der DMPC-Molekiile um
eine eingeschlossene Wasserschicht energetisch bevorzugen (siehe Abbildung 5.9). Eine
Konformationsidnderung zu dieser Anordnung wird wahrscheinlich iiber eine Energie-
barriere laufen, da beim Umklappen des DMPC-Molekiils die anziehenden van der
Waals-Krifte iberwunden werden miissen. Die Hohe dieser Energiebarriere sollte von
den Wechselwirkungskriften zwischen den Alkylketten der DMPC-Molekiile abhidngen,
die in der Gelphase, in der die Ketten gegeneinander ausgerichtet sind, hoher sein sollte
als in der fliissigen Phase. Mit diesem Ansatz lie3e sich erkldren, dass eine in der fliissi-
gen Phase vorliegende Schicht schneller degradiert als eine in der Gel-Phase vorliegende.
Wird eine so degradierte HBM-Schicht in eine wissrige Losung gelegt, tritt eine weitere,
alle anderen Wechselwirkungen beherrschende Kraft hinzu, die hydrophobe Wechsel-
wirkung ([226], S. 367). Diese Kraft, die die Hauptrolle bei der Anordnung von
Amphiphilen in geordneten Strukturen wie der Doppelschichtmembran spielt, sollte ein
Zuriickklappen der DMPC-Molekiile in Fehlstellen der Monoschicht bewirken und so zu
einer Riickbildung der Inseln fiihren.

Bei Untersuchungen der lateralen Beweglichkeit von Dipalmitoylphosphatidylcholin
(DPPC), einem dem DMPC sehr dhnlichen Phospholipid, wurde schon 5°C unterhalb der
Hauptphaseniibergangstemperatur ein Anstieg um mehr als eine GroBenordnung festge-
stellt [227]. Bei vollstindig hydratisierten DMPC-Doppelschichten liegt diese Hauptpha-
seniibergangstemperatur bei 24°C [136] und somit im verwendeten Temperaturbereich
(21°C-24°C) wihrend der Lagerung unter Umgebungsbedingungen.
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Abbildung 5.9: Schematische Darstellung einer HBM wdhrend des Inselbil-
dungsprozesses.

Allgemein ist bekannt, dass die Dehydratisierung von Phospholipiden zu einer Erh6hung
der Hauptphaseniibergangstemperatur fiihrt [228]. Untersuchungen mittels Differential
scanning calorimetry (DSC) an Schichten, die aus DPPC-Molekiilen aufgebaut sind,
ergaben eine Verschiebung der Ubergangstemperatur um ca. 9°C von 37,4 °C in multi-
lamellaren Vesikeln zu 46°C in einer ODS-DPPC-Hybridschicht in Verbindung mit einer
deutlichen Verbreiterung des Phaseniibergangsbereiches [229]. Aus Messungen an
vollstindig hydrierten DMPC-Doppelschichten ist bekannt, dass Gramicidin Ein-
lagerungen (5 mol%) eine deutliche Verbreiterung des Temperaturintervalls hervorrufen,
bei dem der Hauptphaseniibergang stattfindet. So wird der bei reinen DMPC-
Doppelschichten beobachtete scharfe Phaseniibergang um 24°C bei 5 mol% Gramicidin-
Einlagerungen auf den Bereich 16°C-29°C aufgeweitet [136].

Anhand der oben beschriebenen Messergebnisse ist zu vermuten, dass es ebenfalls bei
den untersuchten DMPC-Monoschichten auf ODS zu einer Verschiebung der Hauptpha-
seniibergangstemperatur kommt. Auch ist es wahrscheinlich, dass die Gramicidin-
Einlagerungen einen Einfluss auf diese Ubergangstemperatur haben. In diesem Kontext
kann das unterschiedliche Alterungsverhalten auf eine hohere Ubergangstemperatur bzw.
auf eine geringere Beweglichkeit der Lipidmolekiile bei HBMs mit Gramicidin-
Einlagerungen zuriickgefiihrt werden. Ein weiteres Indiz fiir diese These ist die Stabilisie-
rung der Schichten nach einer schnellen Dehydratisierung im Vakuum, die zu einer Erho-
hung der Phaseniibergangstemperatur fiihrt.
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Kapitel 6

DMPC-Bilayer auf ein- und zweikomponentigen
SAMs variierender Alkylkettenlange

Dieses Kapitel handelt von der Charakterisierung des Wachstums von DMPC-Multi-
Bilayern auf Alkylsilan-SAMs, die mit der in Kapitel 4.5 beschriebenen Priparations-
technik hergestellt wurden. Es wurden vergleichende Untersuchungen zum DMPC-
Schichtaufbau auf einem einkomponentigen SAM (ODS) sowie auf einem zweikompo-
nentigen SAM (ODS/DDS), dessen Molekiile sich nur durch eine voneinander abwei-
chende Alkylkettenldnge unterscheiden, durchgefiihrt.

Im ersten Unterkapitel wird auf die Charakterisierung der préparierten zweikomponenti-
gen SAMs eingegangen. Daran anschlieBend werden die prédparierten DMPC-Multi-
Bilayer, die bei verschiedenen Quelltemperaturen prépariert wurden, beziiglich ihrer late-
ralen Schichttopographie mittels Rontgenreflektometer und nc-AFM untersucht. Die
DMPC-Schichten auf einkomponentigen als auch auf zweikomponentigen SAMs werden
jeweils in einem eigenen Unterkapitel behandelt. In der abschlieBenden Zusammenfas-
sung wird das Wachstumsverhalten der DMPC-Schichten auf den differierenden Unterla-
gen verglichen und eine Deutung dieses Verhaltens aufgezeigt.

6.1 Charakterisierung des zweikomponentigen ODS/DDS SAMs

In diesem Unterkapitel wird auf die Charakterisierung der priparierten zweikomponenti-
gen ODS/DDS-SAMs eingegangen. Dazu wurden die hergestellten SAMs beziiglich ihrer
Schichtdicke mittels Rontgenreflektometer untersucht. Zusidtzlich wurden Wasser-
Kontaktwinkelmessungen durchgefiihrt.

In Abbildung 6.1 sind die Messkurven von vier SAMs, die aus unterschiedlichen Mi-
schungsverhéltnissen von OTS und DTS Molekiilen im Losungsmittel abgeschieden wur-
den, dargestellt. Diese Messkurven wurden mittels Computersimulationen, basierend auf
einem Zweischichtsystem (SiO,/CH,), bestimmt und sind in Tabelle 6.1 dargestellt. Die
in der Tabelle angegebenen Fehlerbereiche ergeben sich aus 1,25 X2 des besten Fits an die
Messkurve.

Erwartungsgemil3 wird eine Abnahme der SAM-Schichtdicke mit zunehmender DTS-
Konzentration bzw. abnehmender OTS-Konzentration festgestellt. Anhand der Rontgen-
reflektivititskurven kann allerdings nur die Bildung von sehr groflen aus OTS- bzw. DTS-
Molekiilen bestehenden Doménen (>100 x 100 nm?) ausgeschlossen werden, da dann die
zwei unterschiedlichen Schichtdicken auch zwei Minima in der Reflektivititskurve er-
zeugt hitten.

Die aus den Computersimulationen bestimmte Rauhigkeit an der Grenzfliche SAM-Luft
kann nur mit groBeren Unsicherheiten angegeben werden, insbesondere bei den DDS-
Schichten. Alles deutet aber auf eine geringere Rauhigkeit bei den reinen DDS-Schichten
hin. Eine nicht registrierte Zunahme der Rauhigkeit bei den bimolekularen SAMs lédsst
sich durch ein Umklappen der ldngeren Alkylketten an der Oberfliche erkldren. Diese



6 DMPC-Bilayer auf ein- und zweikomponentigen SAMs variierender Alkylkettenldnge

Eigenschaft wurde von Chen et al. [230] an hydroxyl terminierten Alkylthiol-SAMs, die
aus Molekiilen unterschiedlicher Kettenldnge aufgebaut waren, beobachtet. Bei den ver-
wendeten SAMs wurde infolge einer Exposition eines Gemisches von Methyl- und
Hydroxylgruppen an der Oberfliche eine Erh6hung des Wasserkontaktwinkels im Fall
des gemischten SAM gemessen.
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Abbildung 6.1: Rontgenreflektometriemessungen an ODS/DDS-SAMs un-
terschiedlicher SAM-Mischungsverhdltnisse.

Die Dichte der SAM-Schichten zeigt eine Abnahme von 0,97 g/cm?® bei reinen ODS-
Schichten auf 0,82 g/cm? bei reinen DDS-Schichten. Anhand der fiir den SAM ermittelten
Dichte und Schichtdicke ldsst sich bei der reinen ODS-Schicht eine Flache von
0,175 nm?>£ 0,009 nm?, bei der reinen DDS-Schicht e¢ine Fliche von
0,199 nm? £ 0,013 nm?, die jedem SAM-Molekiil auf der Oberflache zur Verfiigung steht,
errechnen. Dies deutet auf einen geringeren Ordnungsgrad in den DDS-Schichten im
Vergleich zu den ODS-Schichten hin. Untersuchungen von Brzoska et al. [89] zur kriti-
schen Immersionstemperatur, oberhalb der keine hochgeordnete Alkylsilan-SAMs ent-
stehen, hatten fiir ODS-Schichten 28°C, bei DDS aber nur 7°C ergeben. Da alle SAMs
bei einer Temperatur von ca. 22°C prépariert wurden, erklart dies die gemessenen Werte
fiir die Dichte der SAM-Schicht.
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Die Kontaktwinkelmessungen weisen nur geringe Unterschiede zwischen den einzelnen
SAM-Systemen auf. Die gemischten zweikomponentigen SAMs haben einen etwas klei-
neren Riickzugswinkel und somit eine grofere Kontaktwinkelhysterese.

Verhiéltnis | Schichtdicke | Grenzflichenrauhigkeit| Dichte der Wasser-Kontakt-
OTS:DTS SAM/Luft SAM-Schicht winkel
[nm] [nm] [g/cm?] Fort. / Riick. [°]
nur OTS 2,48 + 0,06 0,48 + 0,07 0,97 + 0,04 111/103
4:1 2,21 £ 0,06 0,45 + 0,07 0,93 0,04 109/100
3:4 1,95+ 0,07 0,46 + 0,09 0,90 = 0,05 110/ 100
nur DTS 1,72 £ 0,04 0,29 +0,11 0,82 0,05 110/102

Tabelle 6.1: Simulationsergebnisse sowie Kontaktwinkelmessergebnisse von gemischten
ODS/DDS-SAM:s.

6.2 DMPC-(Multi)-Bilayer auf Octadecylsiloxan SAMs

DMPC-Filme wurden auf ODS-SAMs auf Si(100)-Substraten mittels Immersionsbe-
schichtung, wie in Kapitel 4.5 beschrieben, prépariert. Die multilamellare Struktur dieser
Filme wurde als Funktion der Wasserimmersionstemperatur wéhrend des letzten Prépara-
tionsschrittes untersucht.

Rontgenreflektometrie-Messkurven von bei 30°C, 55°C und 90°C préiparierten Proben
sind in Abbildung 6.2 dargestellt. Die Rontgenreflektometriemesskurve der Probe, die bei
einer Wassertemperatur von 30°C gequollen ist, was etwas oberhalb der DMPC-
Phaseniibergangstemperatur liegt, zeigt einen scharfen Reflektivitéits-Peak bei 0,83°. Die-
ser Bragg-Peak deckt eine periodische multilamellare Struktur der adsorbierten DMPC
Schicht auf. Computersimulationen der Messkurve ergeben eine Periodizitit von ca.
5,4 nm in der DMPC-Schicht.

Die gemessene Periodenlinge von 5,4nm entspricht der Dicke einer DMPC-
Doppelschicht, die sich aus zwei DMPC-Einzelschichten und einer Wasserschicht, die
zwischen den hydrophilen Grenzfldchen dieser Einzelschichten lokalisiert ist, aufgebaut.
Bei einer DMPC Molekiillinge von ca. 2,0 nm, die die DMPC-Einzelschichtdicke vor-
gibt, bleibt fiir die Wasserschicht eine Distanz von 1,4 nm {ibrig.

Zur Charakterisierung der lateralen Topographie der DMPC-Multischichten wurden zu-
satzlich nc-AFM Bilder (im UHV) von der selben Probe gemacht. In Abbildung 6.3 ist
ein charakteristisches nc-AFM-Bild der Oberfldache dargestellt.
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Abbildung 6.2: Rontgenreflektometriemessungen von DMPC-(Multi)-
Bilayern auf ODS, pripariert bei verschiedenen Wassertemperaturen.

Das Bild zeigt deutlich die Ausbildung von DMPC-Inseln, die aus Schichtstapeln mit
Stufen, die ein ganzzahliges Vielfaches von ca. 5 nm, was einer DMPC Doppelschicht-
dicke entspricht, bestehen. Auf dem AFM-Bild sind Inseln verschiedener Grofe und
Hoéhe zu erkennen. Die kleinen Inseln haben eine kreisféormige oder elliptische Form und
erreichen Hohen bis ca. 20 nm, was etwa 4 Doppelschichten entspricht. Die gro3e Insel
hat eine Maximalhdhe von ca. 50 nm, was ungefdhr 10 DMPC-Doppelschichten ent-
spricht. Die in Rontgenreflektometriemessungen auftretende Breite des Bragg-Peaks
liefert vergleichbare Resultate fiir die Stapelhohe.

Proben, die bei hoheren Wassertemperaturen (55°C) prépariert werden, zeigen in Ront-
genreflektivitdtsmessungen keinen scharfen Bragg-Peak (siche Abbildung 6.2). Es ist nur
noch eine leichte Abflachung der Kurve an der urspriinglichen Position des Bragg-Peaks
zu beobachten.

Das erste Minimum in der Rontgenreflektivitét bei ca. 0,95°, das in allen in Abbildung 6.2
dargestellten Kurven auftritt, reflektiert hauptsichlich die Schichtdicke des ODS-SAMs
(ca. 2,5 nm), der unter der DMPC-Schicht liegt.

Das nc-AFM Bild, das von dieser Probe aufgenommen wurde und in Abbildung 6.4 dar-
gestellt ist, zeigt groBtenteils kreisformige DMPC-Inseln, die nur noch die Hohe einer
DMPC-Doppelschicht aufweisen. Allerdings ist auch noch eine deutlich hohere Insel
(ca. 22 nm) im Bild zu erkennen. Die absolute Dicke der DMPC-Inseln ist signifikant
kleiner, verglichen mit der Probe, die bei 30°C pripariert wurde. Weitere hier nicht darge-
stellte AFM-Bilder zeigten keine Inselhdhen grofer als 25 nm, was etwa 4-5 Doppel-
schichten entspricht. Die reduzierte Anzahl von DMPC-Bilayern erklirt eine deutliche
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Verbreiterung des Bragg-Peaks, der jetzt nur noch als Abflachung der Kurve zu erkennen
ist.
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Abbildung 6.3: Nc-AFM-Abbildung sowie Histogramm der Héhen von
DMPC-Inseln auf ODS/Si(100), pripariert bei einer Immersionstemperatur
von 30 °C.
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Abbildung 6.4: Nc-AFM-Abbildung sowie Histogramm der Hohen von
DMPC-Inseln auf ODS/Si(100), pripariert bei einer Immersionstemperatur
von 55 °C.

Um ausschlieBen zu kdnnen, dass die ODS-SAM-Oberfliche vollstindig mit einer
DMPC-Doppelschicht bedeckt ist, was anhand der AFM-Bilder nicht eindeutig geklért
werden kann, wurde die gemessene Rontgenreflektivititskurve mit simulierten Kurven
verglichen (siche Abbildung 6.5).
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Abbildung 6.5: Vergleich der gemessenen Rontgenreflektometriekurve einer
bei 55 °C Immersionstemperatur prdparierten ODS-SAM-Probe mit fiir
zwei Schichtmodelle errechneten Kurven.

Als Simulationsmodell fiir den Fall einer durchgehenden DMPC-Doppelschicht wurden
ein Schichtsystem bestehend aus Si-Substrat, Si0,, ODS-SAM, einer kompletten DMPC-
Doppelschicht, einer auf 50% der Oberfliche vorkommenden zweiten, auf 25% vorkom-
menden dritten sowie auf 10% vorkommenden vierten DMPC-Doppelschicht verwendet.
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Fiir den Fall einer nicht vorhandenen DMPC-Komplettschicht wurde ein zweites Simula-
tionsmodell verwendet, dass bis auf die fehlende erste DMPC Komplettschicht dem ers-
ten Modell entspricht. Als Dicke der DMPC-Doppelschichten wurde ein Wert von 5,1 nm
gewihlt, der in guter Ubereinstimmung mit den Winkelpositionen der Minima und Ma-
xima in der Messkurve wie auch mit den diskreten Hohenstufen der nc-AFM-Messungen
steht.

Der Vergleich der beiden simulierten Kurven mit der gemessen Kurve gibt dem Modell
mit der fehlenden DMPC-Komplettschicht den eindeutigen Vorzug. Im Winkelbereich bis
ca. 1° besteht fast eine vollstindige Ubereinstimmung zwischen Mess- und Simulations-
kurve, wo hingegen das Modell mit der DMPC-Komplettschicht einen Sattel bzw. ein
Minimum bei ca. 0,4° aufweist, das vollstindig in der gemessenen Kurve fehlt. Im Be-
reich oberhalb von 1° weichen beide Modellkurven etwa im gleichen Malle von der ge-
messenen Kurve ab.

Nach der Immersion in Wasser bei einer Temperatur von 90°C sind nur noch langgezo-
gene DMPC-Inseln mit einer einheitlichen Hohe von ca. 5 nm auf der Oberfldche zu fin-
den (siche Abbildung 6.6). Eine Simulation der Rontgenreflektivitit, die eine mit einer
DMPC-Doppelschicht teilbedeckte ODS/Si(100)-Oberfléche beriicksichtigt, steht in guter
Ubereinstimmung mit der gemessenen Kurve.

Bei Temperaturen oberhalb von 95°C zeigen die AFM-Bilder einen inselfreie, ebene
Oberfliche, die vergleichbar mit einer frisch préparierten ODS-SAM-Oberfliche ist.
Rontgenreflektivititsmessungen liefern identische Kurven wie bei reinen ODS-SAM-
Proben. Ein dhnliches Verhalten wurde von Vogel et al. [222] bei DMPC-Schichten auf
einer gereinigten Si(100)-Oberflache beobachtet, mit dem Unterschied, dass eine einzelne
adsorbierte Lipid-Monoschicht auch bei hohen Temperaturen auf dem Substrat verbleibt.

Die oben beschriebenen Ergebnisse deuten auf die Formierung von DMPC-Multi-
Doppelschichten, die allerdings keine komplette Doppelschicht auf der ODS/Si(100)-
Oberflache bilden. Die Inselhdhe kann iiber die Wasserimmersionstemperatur zwischen
Multi-Doppelschichten (bis zu 10 Doppelschichten) bei 30 °C und einfachen Doppel-
schichtinseln bei 90°C gesteuert werden. Die Stapelreihenfolge der DMPC-
Doppelschichten ist stark durch die hydrophobe Natur der ODS-Oberfléche bestimmt und
filhrt zu einer nach aufBlen gerichteten Orientierung der hydrophoben Ketten in jeder
DMPC-Doppelschicht, was verglichen mit einer natiirlichen Membran eine invertierte
Reihenfolge darstellt. Dies resultiert in der Adsorption einer geraden Anzahl DMPC-
Einzellagen auf dem ODS/Si(100)-Substrat, was aus der mittels nc-AFM bestimmten
Inselhohe in guter Ubereinstimmung steht. Die DMPC-Doppelschicht wird mittels einer
Wasserschicht zwischen den hydrophilen Phospholipidkopfen im Inneren der Doppel-
schicht iiber Wasserstoffbriicken zusammengehalten.
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Abbildung 6.6: Nc-AFM-Abbildung sowie Histogramm der Héhen von
DMPC-Inseln auf ODS/Si(100), pripariert bei einer Immersionstemperatur
von 90 °C.

6.3 DMPC-(Multi)-Bilayer auf gemischten Octadecyl-
/Dodecylsiloxan SAMs

Zum Studium des Einflusses der SAM-Schicht auf die Formierung der DMPC-
Doppelschicht wurde die im letzten Unterkapitel durchgefiihrte Strukturcharakterisierung
bei unterschiedlichen Immersionstemperaturen mit einem verdnderten SAM wiederholt.
Als SAM wurde ein Schicht gewéhlt, die aus einem bimolekularen Gemisch aus OTS-
und DTS-Molekiilen im Verhéltnis 3:4 prapariert wurde (siche Kapitel 6.1).
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Die Rontgenreflektivititskurven von bei 30 °C, 55 °C, 90 °C und 96 °C préparierten Pro-
ben sind in Abbildung 6.7 dargestellt. Die Rontgenreflektivititsmesskurve der Probe, die
bei einer Wassertemperatur von 30°C gequollen ist, zeigt einen Reflektivitits-Peak bei ca.
0,86° und einen zweiten bei ca. 1,69°. Dies entspricht einer Doppelschichtdicke von
ca. 5,2 nm.

Bei hoheren Temperaturen (55°C) verschwindet der Bragg-Peak, was auf eine deutliche
geringere Anzahl von DMPC-Doppelschichten auf dem SAM schlieBen ldsst. Zur Be-
stimmung der lateralen Topographie wurde ein nc-AFM Bild sowie ein Histogramm die-
ser Probe angefertigt (siche Abbildung 6.8).
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Abbildung 6.7: Réntgenreflektometriemessungen von DMPC-(Multi)-
Bilayern auf ODS/DDS-SAMs, prépariert bei verschiedenen Wassertempe-
raturen.

Das Histogramm bringt Inseln, die aus 1- 4 Doppelschichten bestehen und diskrete Stu-
fenhohen von ca. 5,3 nm aufweisen, zum Vorschein. Verglichen mit der DMPC-Schicht
auf der reinen ODS-Oberfliche, die weiter oben beschrieben wurde, sind signifikante
Unterschiede zu erkennen. Eine komplette DMPC-Doppelschicht hat sich jetzt auf dem
ODS/DDS-SAM ausgebildet und wird durch den Peak im Histogramm (Abbildung 6.8)
bei 4,5 nm reprasentiert. Eine zweiter DMPC-Bilayer hat sich auf dem erstem Bilayer
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ausgebildet und nimmt einen grofen Oberflichenbereich ein. Weitere DMPC-
Doppelschichtinseln haben sich auf dieser zweiten Schicht gebildet. Die Doppelschichtdi-
cke kann bei dieser Probe aus der Differenz, die zwischen den diskreten Hohenstufen
besteht, bestimmt werden und betragt hier ungefihr 5,3 nm.
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Abbildung 6.8: Nc-AFM-Abbildung sowie Histogramm der Hohen von
DMPC-Schichten auf einem gemischten ODS/DDS-SAM auf Si(100), pripa-
riert bei einer Immersionstemperatur von 55 °C.
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6 DMPC-Bilayer auf ein- und zweikomponentigen SAMs variierender Alkylkettenldnge

Zur Bestitigung, dass sich im Gegensatz zu DMPC-Schichten auf ODS, die keine Kom-
plettschicht ausbilden, jetzt grofflichig eine komplette DMPC-Doppelschicht auf dem
zweikomponentigen ODS/DDS-SAM gebildet hat, wurde eine Computersimulation der
Rontgenreflektivititsmesskurve durchgefiihrt (siche Abbildung 6.9).

10°
10"

10°

Simulation
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Abbildung 6.9: Vergleich der gemessenen Rontgenreflektometriekurve einer
bei 55 °C Immersionstemperatur prdparierten ODS/DDS-SAM-Probe mit
einer errechneten Kurve.

Das dabei verwendete Schichtmodell ist bis auf einen verdnderten Teilbedeckungsgrad
der zweiten bis flinften DMPC-Doppelschicht, einer etwas groBBeren DMPC-
Doppelschichtdicke (5,7 nm) und der verdnderten SAM-Schicht identisch mit einem Mo-
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dell (linkes Modell in Abbildung 6.5), das sich bei einer bei 55°C préparierten ODS-
SAM-Probe als nicht zutreffend erwies. Im Gegensatz dazu gibt dieses Modell, das eine
DMPC-Komplettschicht auf der ODS/DDS-SAM Oberflidche sowie weitere unvollstindi-
ge DMPC-Schichten voraussetzt, den Rontgenreflektivititsverlauf dieser Probe deutlich
besser wieder. AFM-Messungen zeigen dabei, dass auch die geschlossene untere DMPC-
Doppelschicht nicht vollstandig defektfrei ist.
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Abbildung 6.10: Nc-AFM-Abbildung sowie Histogramm der Hohen von
DMPC-Schichten auf einem gemischten ODS/DDS-SAM auf Si(100), pripa-
riert bei einer Immersionstemperatur von 90 °C.
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6 DMPC-Bilayer auf ein- und zweikomponentigen SAMs variierender Alkylkettenldnge

Eine weitere Steigerung der Immersionstemperatur auf ca. 90 °C fiihrt zu einer weiteren
Abnahme der Anzahl der DMPC-Doppelschichten auf der Probe. Dies konnte aus dem
Verschwinden des Bragg-Peaks in der Rontgenreflektivititskurve (Abbildung 6.7) gedeu-
tet werden. In Abbildung 6.10 ist eine nc-AFM-Aufnahme sowie ein Histogramm einer
solchen Probe abgebildet.

Zu erkennen ist eine fast vollstindig mit einer DMPC-Doppelschicht bedeckte Oberflé-
che, die im Histogramm durch den Peak bei ca. 7,5 nm reprisentiert wird. Diese Schicht
bedeckt nicht mehr vollstindig den zweikomponentigen SAM, sondern wird von einigen
Lochern unterbrochen. Allerdings ist auch noch eine zweite DMPC-Doppelschicht, die
sich auf der ersten befindet, zu beobachten. Die aus dem Histogramm bestimmten Dop-
pelschichtdicken betragen ca. 5,2 nm.

Nach einer weiteren Steigerung der Immersionstemperatur auf 96 °C ldsst sich aus der
Rontgenreflektometriemessung immer noch eine DMPC-Doppelschicht auf der SAM-
Oberflache nachweisen, die allerdings nur noch eine Teilbedeckung darstellt.

6.4 Zusammenfassung und Interpretation

Untersucht wurde die Ausbildung von DMPC-Doppelschichten auf einem einkomponen-
tigen Alkylsilan-SAM (ODS) als auch auf einem zweikomponentigen Alkylsilan-SAM
(ODS/DDS) bei unterschiedlichen Wassertemperaturen wihrend des Immersionsprozes-
ses.

In Abbildung 6.11 ist der Schichtaufbau bei den verschiedenen Préparationstemperaturen
fiir die beiden verschiedenen SAM-Oberflachen dargestellt.

Auf beiden Unterlagen konnte eine Abnahme der Lipidstapelhéhe mit zunehmender Pra-
parationstemperatur festgestellt werden. Allerdings ergaben sich auch Unterschiede in der
lateralen Topographie auf den unterschiedlichen Unterlagen. Wéhrend auf monomoleku-
laren ODS-Schichten ausschlieflich die Ausbildung von multilamellaren DMPC-
Doppelschichtinseln beobachtet werden konnte, 1duft das Wachstum von DMPC auf ge-
mischten bimolekularen ODS/DDS-Schichten iiber die Ausbildung von mindestens einer
kompletten Doppelschicht auf der SAM-Oberfldche, gefolgt durch die Ausbildung von
Doppelschichtinseln auf diesem ersten Bilayer. Auch wurde gezeigt, dass DMPC-
Schichten auf gemischten SAMs im Vergleich zu Schichten auf reinen ODS-SAMs bei
hoheren Priparationstemperaturen noch Teilbedeckungen aufweisen.

Die Ausbildung einer stabilen DMPC-Doppelschicht kann durch eine Zunahme der van
der Waals Wechselwirkungen an der SAM-Lipid-Grenzfliche infolge einer Zunahme der
Rauhigkeit der ODS/DDS-SAM-Oberfliche im Vergleich zu den glatten ODS-SAM-
Oberfliche erklirt werden. Der vergroBerte riumliche Uberlapp zwischen den Alkylket-
ten der DMPC-Molekiile und den Alkylketten der SAM-Molekiile fiihrt zu einer groBBeren
intermolekularen Wechselwirkung zwischen dem SAM- und dem Lipidfilm im Vergleich
zu den intermolekularen Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Lipiddoppelschich-
ten, was die Bildung eines kompletten DMPC-Bilayers bevorzugt. In Abbildung 6.12 ist
der Uberlappbereich beider Systemen schematisch dargestellt, wobei zur Vereinfachung
auf die Abbildung einzelner Atome im Substrat sowie der Oxidschicht verzichtet wurde.
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DMPC auf ODS DMPC auf ODS/DDS

e 96°C

Abbildung 6.11: Schematische Darstellung der ermittelten lateralen
Schichttopologie bei unterschiedlichen Prdparationstemperaturen auf ODS-
Schichten im Vergleich zu gemischten ODS/DDS-Schichten.
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6 DMPC-Bilayer auf ein- und zweikomponentigen SAMs variierender Alkylkettenlédnge

Dimyristoylphospha- |
tidylcholine (DMPC)

kleiner Uberlappbereich
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Abbildung 6.12: Schematische Darstellung des Uberlappbereiches zwischen
DMPC-Molekiilen und einem monomolekularen ODS-SAM im Vergleich zu

einem zweikomponentigen ODS/DDS-SAM.
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Kapitel 7

DMPC-Layer auf hydrophil/hydrophob-
lateralstrukturierten ODS-SAMs

In diesem Kapitel werden DMPC-Schichten auf photochemisch modifizierten ODS-SAM
Oberflachen charakterisiert.

Die photochemische Oberflaichenverdnderung von ODS-SAMs mit der verwendeten
Eximer-Lampe (Kapitel 3.1) sind in Kapitel 4.3 beschrieben. Es hatte sich herausgestellt,
dass eine Belichtungszeit von 4 min zu einer Verringerung des Wasserkontaktwinkels von
urspriinglich hydrophoben ca. 110° zu hydrophilen ca. 45° fiihrt, wobei die anfingliche
Schichtdicke des SAM unverédndert bleibt. Diese Belichtungszeit wurde bei den folgenden
Préiparationen gewahlt.

Im ersten Unterkapitel wird die Adsorption von DMPC-Molekiilen auf einer durch ein
25 um Gitter belichteten Probe charakterisiert. Die Adsorption von DMPC-Schichten
wurde mit der gleichen, in Kapitel 6 beschriebenen, Préparationsmethode durchgefiihrt.
Da mit dieser Priparationstechnik keine geordnete Adsorption in den Gitterstrukturen
erzielt wurde, wurden andere Priparationsverfahren getestet. Es stellte sich heraus, dass
ein Weglassen des Quellprozesses in Wasser zu einer selektiven Anlagerung der DMPC-
Molekiile in hydrophilen Arealen der Gitterstruktur fiihrt. Das zweite Unterkapitel handelt
von der Charakterisierung von DMPC-Schichten auf hydrophilen sowie hydrophoben
Oberflachenbereichen, die mittels dieser Technik pripariert wurden.

7.1 Adsorption von DMPC auf einem UV-belichteten ODS-SAM
(mit Quellprozess)

Proben mit lateral abwechselnden hydrophilen und hydrophoben Oberflichenbereichen
wurden angefertigt. Diese Proben wurden dann 10 min in DMPC Ldsung bei ca. 30°C
gelegt, 10 min in Wasser bei ca. 50°C bzw. ca. 95°C quellen gelassen und anschlieBend
mit N; (5.0) getrocknet.

In Abbildung 7.1 ist das Ellipsometriebild einer bei 50°C gequollenen Probe dargestellt.
Zu erkennen ist ein unbelichteter Bereich (oben links) und ein Bereich, auf dem das Be-
lichtungsgitter lag (unten rechts). Der Kontrastmechanismus ist so gewihlt, dass hellere
Bereiche im Bild groeren DMPC-Schichtdicken entsprechen. Im unbelichteten Bereich
sind deutliche hell/dunkel Unterschiede zu erkennen, die eine sehr inhomogene Schicht-
dicke anzeigen. Uber einen ca. 100 x 100 um? groBen Bereich gemittelt ergibt sich eine
Schichtdicke von ca. 12 nm, was im Mittel der Dicke zweier DMPC-Doppelschichten
entspricht. Der Bereich der Gitterstruktur weist im Mittel nur eine ca. 9 nm dicke DMPC-
Schicht auf, die aber deutlich homogener ist. Die Periodizitit des Belichtungsgitters ist
durch leichte Dickenunterschiede der adsorbierten DMPC-Schicht zu erkennen. Anhand
des Musters lésst sich nicht genau kléren, ob die belichteten oder unbelichteten Bereiche
eine groflere Schichtdicke aufweisen, aber anhand der etwas groBeren Schichtdicke im



7 DMPC-Layer auf hydrophil/hydrophob-lateralstrukturierten ODS-SAMs

unbelichteten Bereich auBlerhalb des Gitters liegt die Vermutung nahe, dass dies auch fiir
unbelichtete Bereiche innerhalb der Gitterstruktur zutriftt.

durch Gitter .~
~belichtet

m

Abbildung 7.1: Ellipsometriebild einer bei ca. 50°C Quelltemperatur prd-
parierten Probe.

Zur Verringerung der adsorbierten Lipidmenge wurde eine weitere Probe bei einer Quell-
temperatur von ca. 95°C prépariert. Das Ellipsometriebild dieser Probe, dargestellt in
Abbildung 7.2, zeigt ebenfalls einen Randbereich der Gitterstruktur.

Abbildung 7.2: Ellipsometriebild einer bei ca. 95°C Quelltemperatur prd-
parierten Probe.
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Die im Bild dunkel erscheinenden Bereiche besitzen keine adsorbierte DMPC-Schicht
mehr. Die hellen Gebiete entsprechen mit ca. 2 nm der Dicke einer DMPC-Monoschicht.
Die Adsorption der DMPC-Monoschicht hat auf dem Belichtungsgitter nur sehr unregel-
méBig stattgefunden.

7.2 Adsorption von DMPC auf einem UV-belichteten ODS-SAM
(ohne Quellprozess)

Da die zuletzt beschriebene Priparationsmethode keine hohe Selektivitit beziiglich der
DMPC-Adsorption auf einem hydrophil/hydrophob Gitter hatte, wurde eine andere Pripa-
rationstechnik gesucht. Eine leichte Verédnderung im benutzten Priparationsablauf, die im
Weglassen des Quellprozessschrittes bestand, brachte dann die erwiinschte Selektivitét.
Bevor die Ergebnisse auf der Gitterstruktur présentiert werden, werden erst noch mit die-
ser Methode préparierte DMPC-Schichten auf vollstindig belichteten (hydrophilen) Pro-
ben und auf unbelichteten (hydrophoben) Proben untersucht.

7.2.1 DMPC auf hydrophilen UV-belichteten Flichen

Zur Erzeugung einer hydrophilen Oberfliche wurden frisch préaparierte ODS-SAM-
Schichten auf Si(100) mittels UV-Lampe 4 min belichtet. AnschlieBend wurden die Pro-
ben in eine DMPC-L&sung gelegt. Als Immersionstemperatur (30 °C) und Immersionszeit
(10 min) wurden identische Beschichtungsparameter verwendet (siche weiter oben). Im
Unterschied dazu wurden die Proben nach der Entnahme aus der DMPC-L&sung nicht
zum Quellen ins Wasser gelegt, sondern direkt mit einem starken N,-Strahl (5.0) getrock-
net.

In Abbildung 7.3 sind zwei nc-AFM-Bilder einer auf diese Weise praparierten Probe dar-
gestellt: Das obere Bild zeigt einen fiir die Probe typischen Oberflidchenbereich, der eine
ebene Oberflache ohne jegliche Inseln darstellt. Im unteren Bild ist ein Probenbereich
dargestellt, auf dem es zur Bildung von einigen kleinen Inseln gekommen ist, die unter-
schiedliche Inselhdhen aufweisen.
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Abbildung 7.3: Nc-AFM-Aufnahmen einer adsorbierten DMPC-Schicht auf
einer 4 min UV-belichteten ODS-Probe. Das obere AFM-Bild zeigt einen
reprdsentativen Bereich der Probenoberfliche. Das untere AFM-Bild zeigt
einen Bereich, in dem es zu einer Inselbildung gekommen ist.

In Abbildung 7.4 ist die Rontgenreflektivititskurve dieser Probe dargestellt. Anhand von
zwei einfachen Schichtmodellen wird versucht, die gemessene Kurve zu interpretieren.
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Beide Modelle gehen von einer Oxidschichtdicke von 1 nm und einer ODS-Schichtdicke
von 2,45 nm auf dem Si(100)-Substrat aus.

In Modell 1 wird nur noch eine weitere Schicht, die das adsorbierte DMPC reprisentiert,
verwendet. Eine Computersimulation anhand dieses Modells (rote Kurve in Abbildung
7.4) gibt die Messkurve nur sehr unzureichend wieder. Als freie Fitparameter wurden
dabei die Dicke, die Dichte und die obere Grenzflachenrauhigkeit der DMPC-Schicht
gewdhlt.

In einem zweiten Modell wurde die DMPC-Schicht in zwei getrennte Schichten unterteilt.
Anhand dieses Modells gelingt es deutlich besser, den Kurvenverlauf der Messkurve mit-
tels einer Computersimulation (blaue Kurve in Abbildung 7.4) anzufitten. Die Fitparame-
ter, anhand derer angepasst wurde, sind die Dicken und Dichten der beiden oberen
Schichten, die das DMPC reprisentieren. Die mittels Fit bestimmten Werte der die
DMPC-Schicht reprasentierenden zwei Layer sind in Tabelle 7.1 dargestellt. Zusitzlich
dazu ist der vertikale Elektronendichteverlauf des kompletten Schichtsystems (Si / SiO, /
ODS-SAM / Layer 1 / Layer 2), der sich aus dem besten Fit, beruhend auf Modell 2 er-
gibt, in Abbildung 7.5 dargestellt.

Wihrend Layer 1 eine Dichte aufweist, die typisch fiir eine aus Kohlenwasserstoffen auf-
gebaute Schicht ist, liefert der Fit fiir den 2. Layer einen fiir eine organische Schicht unty-
pisch hohen Dichtewert.

Layer Dichte [g/cm?] Layerdicke [nm]
1 0,88 1,78
2 1,77 0,62

Tabelle 7.1: Simulationsergebnisse des Schichtmodells 2.

Modell 2 liefert eine DMPC-Schichtdicke von 2,40 nm. Messungen der Schichtdicke des
adsorbierten DMPC, die mittels Ellipsometer durchgefiihrt wurden, ergaben Werte zwi-
schen 2,15 nm und 2,28 nm wobei jeweils iiber eine Fliche von 100x100 um? gemittelt
wurde. Fiir den Brechungsindex der DMPC-Schicht wurde dabei ein Wert von 1,45 ange-
nommen.

Anhand der ermittelten Ergebnisse konnen folgende Aussagen iiber die DMPC-Schicht
auf dem UV-belichteten ODS-SAM gemacht werden:

Das DMPC bildet auf dieser Oberflache eine komplette Schicht mit einer Schichtdicke
von ca. 2,3 nm aus. Da diese Schichtdicke der einer DMPC-Monoschicht (ca. 2,0 nm)
sehr nahe kommt, ist es wahrscheinlich, dass sich eine geordnete Monolage ausgebildet
hat. Die Differenz von 0,3 nm kann durch die Existenz einer zusétzlichen Wasserschicht
an der Grenzfliche DMPC/ODS erklért werden. Aufgrund der Simulationsergebnisse, die
auf Modell 2 beruhen, ldsst sich die Ausrichtung der DMPC-Molekiile auf dem ODS-
SAM folgern. Layer 1, in Modell 2, hat die typische Dichte einer aus Kohlenwasserstof-
fen aufgebauten Schicht und kann somit als Alkylketten des DMPC-Molekiils gedeutet
werden. Die deutlich hohere Dichte in Layer 2 spricht fiir die Existenz von schwereren
Atomen, wie z.B. Stickstoff, Sauerstoff oder Phosphor, die alle in der Phosphocholin-
Gruppe des DMPC-Molekiils vorkommen.

Diese Anordnung ist auch aufgrund der hydrophilen DMPC-Kopfgruppe, die sich bevor-
zugt zur ebenfalls hydrophilen SAM-Oberfliache ausrichtet, zu erwarten. An dieser Grenz-
fliche ist auch ein eventuell vorkommender Wasserfilm zu erwarten. Eine zusitzliche
Bestdtigung der nach auflen gerichteten Alkylketten der DMPC-Molekiile mittels Wasser-
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7 DMPC-Layer auf hydrophil/hydrophob-lateralstrukturierten ODS-SAMs

Kontaktwinkelmessung war nicht mdglich, da der aufgebrachte Wassertropfen die adsor-
bierte Schicht sofort abloste.
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Messdaten ]
10" F Simulation (Modell 1) | 4
- Simulation (Modell 2) | 3
10°¢
8.0 ]
ER:
% ol :
= 10 3
(] ]
e T ;
107F 3
10° t
107 I T TR I B AR TR
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
Glanzwinkel [°]
DMPC
Modell 1 ODS (CH2)
SiO,
Si-Substrat
Layer | —&
} DMPC ( 2 Layer)
Layer2 ¢ ODS (CH2)
Modell 2 .
Si0,

Si-Substrat

Abbildung 7.4: Rontgenreflektometriemessung sowie Simulationen anhand
von 2 Schichtmodellen eines mit DMPC beschichteten ODS-SAMs, der
4 min mit UV-Licht bestrahlt wurde.
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Abbildung 7.5: Vertikaler Elektronendichteverlauf des Schichtmodells 2.

In Abbildung 7.6 sind die gemachten Aussagen in einem schematischen Schichtmodell
zusammengefasst. Zur Verbesserung der Ubersichtlichkeit des Modells ist anstelle einzel-
ner Wassermolekiile das Wasser als homogene Schicht dargestellt.

] L DMPC-Alkylketten

DMPC-Kopfgruppe

Wasser

, <« SAM mit hydrophiler
: Endgruppe

Abbildung 7.6: Schematische Darstellung eines DMPC-Monolayers auf ei-
nem mittels UV-Bestrahlung hydrophilisierten ODS-SAM.

91



7 DMPC-Layer auf hydrophil/hydrophob-lateralstrukturierten ODS-SAMs

7.2.2 DMPC auf unbelichteten hydrophoben Flachen

Um die im letzten Unterkapitel gewonnenen Ergebnisse auf die modifizierte SAM-
Oberflache zuriickfiihren zu kénnen, wurde die dort verwendete Beschichtungsprozedur
an einer unbelichteten ODS-SAM-Probe durchgefiihrt.

Das nc-AFM-Bild einer so priparierten Probe ist in Abbildung 7.7 dargestellt. Auf der
AFM-Aufnahme sind Inseln mit einer lateralen Ausdehnung zwischen 10 nm und 200 nm
zu erkennen, die groBtenteils eine runde Grundform haben. Zu Auswertung der Inselh6he
wurde ein Histogramm erstellt (siehe Abbildung 7.7). Aus der Hohendifferenz der Peaks,
lasst sich eine bevorzugte Inselhdhe von 5,1 nm errechnen, die ein deutliches Indiz fiir
eine DMPC-Doppelschicht ist.
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Abbildung 7.7: Nc-AFM-Aufnahme sowie Histogramm der Héhen einer un-
belichteten ODS-Probe nach der Immersion in DMPC-Lésung.
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Mittels Ellipsometer durchgefiihrte Messungen der adsorbierten DMPC-Schichtdicke auf
der hydrophoben ODS-Oberfliche lieferten Werte zwischen 0,6 nm und 1,1 nm, wobei
als Brechungsindex der adsorbierten Schicht ein Wert von 1,45 angenommen wurde. Die
ermittelten  Schichtdicken sind gemittelte Werte {iber einen Bereich von
ca. 100 x 100 um? und stehen in guter Ubereinstimmung mit der im AFM-Bild dargestell-
ten Inselhdhe sowie dem Bedeckungsgrad von ca. 20%.

Zur weiteren Absicherung der Ergebnisse wurde je eine Rontgenreflektivititsmessung
dieser Probe vor sowie als auch nach der Immersionsbeschichtung durchgefiihrt (siche
Abbildung 7.8). Ein Vergleich der beiden Kurven zeigt nur geringfiigige Abweichungen,
auch die beiden Minima bei ca. 0,9° sind nur geringfiigig gegeneinander verschoben, was
gegen eine signifikante Schichtdickenzunahme spricht.

Dieses Ergebnis bestitigen die mittels AFM angefertigten Bilder, die DMPC-Inseln zei-
gen. Zum Vergleich ist in Abbildung 7.8 eine simulierte Rontgenreflektivititskurve, die
vom Modell eine DMPC-Schicht mit einer hypothetischen Dicke von 1,0 nm ausgeht,
was anhand von Ellipsometriemessungen als Schichtdickenzuwachs an dieser Probe be-
stimmt wurde, zusdtzlich dargestellt. Das Vorliegen einer solchen fiktiven Komplett-
schicht kann also ausgeschlossen werden.
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Abbildung 7.8: Rontgenreflektometriemessungen einer unbelichteten ODS-
Probe vor sowie nach der Immersion in der DMPC-Losung.

7.2.3 DMPC an hydrophil/hydrophob Grenzflichen

Nachdem die Adsorption von DMPC aus einer Losung auf einer hydrophoben Oberfldche
(unbelichteter ODS-SAM) und einer hydrophilen Oberfldche (mit UV belichteter ODS-
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SAM) charakterisiert wurde, stellt sich nun die Frage, wie eine DMPC-Schicht auf einer
abwechselnd hydrophil/hydrophob strukturierten Oberfldche aufwichst.

Mittels des in Kapitel 4.3.3 vorgestellten Verfahrens wurde eine ODS-SAM Oberflache
mit lateral variierender Hydrophilizitdt hergestellt. Die DMPC-Immersionsbeschichtung
fand mit den selben, weiter oben beschriebenen Parametern statt.

In Abbildung 7.9 ist ein mit dem abbildenden Ellipsometer erzeugtes Bild einer mit
DMPC beschichteten Probe dargestellt. Zu sehen ist ein Oberflichenbereich der komplett
unbelichtet ist (oben) und ein lateral abwechselnd belichteter sowie unbelichteter Bereich
(unten). Der Kontrastmechanismus dieses Bildes ist die unterschiedliche DMPC-
Schichtdicke. In dem unteren durch ein 25 um Gitter belichteten Bereich ist ein Muster zu
erkennen, das die gleiche Periodizitit wie die verwendete Maske aufweist. Das Adsorpti-
onsmuster der DMPC-Schicht weicht aber deutlich von der verwendeten Maskenstruktur
ab. Die laterale Struktur der adsorbierten Schicht weist kreisformige Grundformen auf,
die deutlich von den erzeugten nahezu rechteckigen Belichtungsstrukturen abweichen
(siche dazu auch Abbildung 4.8). Nur an den Kreuzungspunkten der Gittermaske ist eine
deutliche geringere Schichtdicke festzustellen.

Ausschnitt der

unbelichtet verwendeten
Belichtungsmaske

durch Maske
belichtet

Abbildung 7.9: Ellipsometrie-Aufnahme der DMPC-Adsorption auf einem
mittels UV-Bestrahlung erzeugten hydrophil/hydrophob Musters auf einem
ODS-SAM.

Die beobachteten rautenformigen Lateralstrukturen veranschaulichen die Wechselwir-
kungen zwischen DMPC-Molekiilen innerhalb einer Monoschicht sowie zwischen Li-
pidmolekiilen und der Oberfliache. Die Anlagerung von DMPC-Molekiilen an die Rand-
bereiche einer auf hydrophilen Bereichen adsorbierten Monoschicht scheint trotz der jetzt
anzutreffenden hydrophoben Oberfliche energetisch giinstiger sein, obwohl die hydrophi-
le Kopfgruppe mit der hydrophoben Oberflache in Kontakt kommt. An Stellen, an denen
der hydrophobe Bereich nur eine Breite von ca. 5 pm oder weniger hat, kommt es zur
vollstindigen Uberspannung des hydrophoben Gebietes.

In Abbildung 7.10 ist die Adsorption von DMPC-Molekiilen im Ubergangsbereich zwi-
schen einer hydrophilen und einer hydrophoben Oberfliche schematisch dargestellt.
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Doppelschichtinsel auf DMPC-Monoschicht DMPC-Monoschicht auf
hydrophober Oberfliche reicht in den hydrophoben hydrophiler Oberfliche
Oberflachebereich hinein

. .

hydrophil

Wi

DMPC-Molekiil Wasser-Layer

Abbildung 7.10: Schematisches Modell der Adsorption von DMPC im
Ubergangsbereich von einer hydrophilen zu einer hydrophoben Oberfliiche.
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Kapitel §

Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Phospholipid Mono-, Bi-, und Multischichten auf
selbstagregierenden Alkylsilan-Monolagen prépariert und beziiglich ihrer Eigenschaften
an Luft unter Umbebungsbedingungen untersucht. Die Charakterisierung dieser Schichten
fand mittels Rontgenreflektometer, Ellipsometer, Kontaktwinkelmessgerdt, Rasterkraft-
mikroskop und PEEM statt. Eine zentrale Fragestellung war der Einfluss der Grenzflache
SAM-Phospholipid auf die aufwachsenden Phospholipidschichten. Zu diesem Zweck
wurden Substrate mit gezielt modifizierten SAMs hergestellt. Es wurden gemischte
Alkylsilan-SAMs aus zwei Molekiilen unterschiedlicher Kettenldnge prépariert, um die
Oberflachenrauhigkeit zu erhohen. Eine weitere Methode war die Bestrahlung der SAM-
Proben mit UV-Licht (172 nm), die zu einer chemischen Modifikation der Oberfliche
fiihrte. Durch Einsatz von Belichtungsmasken konnten diese Verdnderungen auch selektiv
in bestimmten Arealen hervorgerufen werden, so dass SAMs mit lateral variierenden
chemischen Eigenschaften erzeugt werden konnten. Die lateral strukturierten SAMs
wurden beziiglich ihrer Funktionalitit zur Bindung von DMPC-Molekiilen betrachtet.
Von Interesse war weiterhin die Stabilitdt der préparierten Schichten unter Umgebungs-
und unter Vakuumbedingungen.

Es wurden OTS-DMPC-Hybridschichten iiber die Vesikelfusionstechnik prépariert und
beziiglich ihrer Stabilitdt unter Umgebungsbedingungen untersucht. Gezeigt wurde, dass
durch Einlagerung des Peptids Gramicidin D in die Hybridschichten eine deutliche Ver-
langsamung der Schichtdegradierung, die sich in der Bildung von DMPC-Inseln manifes-
tiert, erreicht werden kann. Eine weitere Moglichkeit, den Schichtzerfall aufzuhalten, er-
gab sich durch eine schnelle Vakuumtrocknung direkt im Anschluss an die Préparation.
Erklart wurde die erhohte Stabilitidt durch eine Anhebung der Hauptphaseniibergangstem-
peratur, die dazu fiihrte, dass die Schicht ausschlieBlich in der Gelphase vorlag. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass eine ,,Reparatur bereits degradierter Schichten durch eine
Immersion in Wasser erreicht werden kann.

Untersuchungen zum Einfluss der Topographie an der Grenzfliche zwischen SAM und
DMPC auf die lamellare und laterale Struktur von DMPC-Multilagen wurden gemacht.
Dazu sind DMPC-Multischichten mittels einer Immersionstechnik auf einem einkom-
ponentigen ODS-SAM sowie einem zweikomponentigen ODS/DDS-SAM prépariert
worden. Durch Variation der Temperatur wihrend des anschlieBenden Quellprozesses
konnte die auf den Proben verbleibende Lipidmenge gezielt gesteuert werden. Als Ergeb-
nis dieser Untersuchungen wurde bei den zwei unterschiedlichen SAMs ein deutlich
abweichendes Wachstumsverhalten der DMPC-Schichten beobachtet. Wéhrend auf dem
einkomponentigen ODS-SAM reines Inselwachstum von DMPC-Multibilayern nach-
gewiesen wurde, bildete sich auf dem gemischten ODS/DDS-SAM mindestens eine
komplette DMPC-Doppelschicht aus, auf der sich dann weitere Multibilayerinseln
befanden. Erst bei Temperaturen um ca. 90°C zeigten sich erste Fehlstellen in der
untersten DMPC-Doppelschicht. Noch bei 96°C wurden DMPC-Teilbedeckungen auf
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dem zweikomponentigen SAM beobachtet, wihrend auf dem reinen ODS-SAM bei
dieser Temperatur kein DMPC mehr nachzuweisen war. Als Ursache dieses abweichen-
den Wachstumsverhaltens wird eine Zunahme der Bindungsstirke zwischen dem SAM
und der untersten DMPC-Lage vermutet. Infolge der unterschiedlichen Alkylkettenlédnge
im gemischten SAM sollte sich der Uberlappbereich der Alkylketten von SAM und
DMPC-Molekiilen vergrofern und so die Bindung verstérken.

Ferner wurde durch Einsatz einer UV-Lampe eine ODS-Schicht gezielt modifiziert. Mit-
tels geeigneter Wahl der Belichtungsparameter war es gelungen, die Oberfliche eines
ODS-SAM chemisch so zu verdndern, dass die urspriinglich hydrophobe Oberfliche
hydrophil wird, ohne eine Schichtdickenabnahme zu verursachen. Unter Verwendung von
Belichtungsmasken konnten zudem vorgegebene hydrophil/hydrophob-Muster auf ODS-
SAMs iibertragen werden. Durch Wahl eines geeigneten Priparationsverfahrens wurde
gezeigt, dass die erzeugten lateralen Strukturen eine selektive Wirkung auf die Anord-
nung bzw. Ausrichtung von DMPC-Molekiilen haben. Auf hydrophilen Oberflédchenarea-
len wurde die Adsorption einer geschlossenen Monolage DMPC, die mit der hydrophilen
Kopfgruppe an die Oberfldche gebunden ist, festgestellt. Aus der ermittelten Schichtdicke
lasst sich auBerdem auf die Existenz eines Wasserfilms zwischen DMPC- und SAM-
Schicht schlieen. Auf hydrophoben Gebieten wurden Inseln beobachtet, die nur ca. 5-
10% der Oberflache bedecken. Die mittels AFM gemessene Inselhdhe legt den Schluss
nahe, dass sie aus einer DMPC-Doppelschicht aufgebaut sind. Auf vorgegebenen
hydrophil/hydrophob-Mustern adsorbierte DMPC-Molekiile zeigten in Ubergangs-
bereichen ein abweichendes Verhalten. Auf Ellipsometriebildern wurden auf einer recht-
eckigen hydrophilen Grundfliche mit hydrophoben Réndern die Ausbildung von runden
DMPC-Monoschichtinseln, die liber den hydrophilen Bereich hinaus gehen, beobachtet.
Dieses Verhalten ldsst Schlussfolgerungen tliber das Zusammenspiel der Kréfte in Lipid-
Monolayern an Luft zu: Die Fortsetzung eines Lipid-Monolayers erscheint, trotz verdn-
derter Oberflidcheneigenschaften, energetisch giinstiger als eine Drehung der Lipidmole-
kiile innerhalb einer Monoschicht.

Weitergehende Untersuchungen sollten sich mit der Frage der Beweglichkeit der Lipid-
molekiile auf den hydrophilisierten Gebieten in Abhingigkeit vom Hydratisierungsgrad
und der Temperatur beschiftigen. Besondere Beachtung sollte dabei dem Verhalten in
den Ubergangsgebieten hydrophil/hydrophob entgegengebracht werden, da hier die Mog-
lichkeit des Auftretens von Konformationsdanderungen besteht.

Im Mikrometerbereich lateral begrenzte Lipiddoppelschichten sind schon von J. T. Gro-
ves et al. [231,232] prépariert worden, indem diinne Metallfilme als Diffunsionsbarrieren
verwendet wurden. Diese Arbeiten wurden stimuliert von dem Ziel der Erzeugung geeig-
neter integrierter Devices zur Manipulation von Molekiilen in einer Doppelschichtmemb-
ran und von der Herstellung rdumlich adressierbarer Bibliotheken chemisch variierender
Membranfelder.

In diesem Zusammenhang kdnnten mittels Vesikelfusionstechnik préaparierte Lipidschich-
ten auf hydrophil/hydrophob Mustern auf ODS-SAMs eine interessante Alternative dar-
stellen. Hier ist zu erwarten, dass sich auf den hydrophilen Oberfldchenbereichen eine
Lipid-Doppelschicht, auf den hydrophoben Bereichen aber nur eine Einzelschicht ausbil-
det. Neben der Moglichkeit der gleichzeitigen Erzeugung zweier verschiedener Modell-
systeme besteht die Chance, dass die Grenzfliche HBM/Supported Lipid Bilayer als late-
rale Diffusionsbarriere fungieren konnte, da eine Diffusion durch die Grenzfliche mit
einer Drehung der Lipidmolekiile korrespondiert.
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