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Weitere Fortschritte im Bereich bioaktiver Oberfldchen er-
fordern neue Strategien fiir die robuste und spezifische An-
bindung von biologischen Liganden.') Wir haben eine mit
Alkingruppen substituierte, reaktive Polymerbeschichtung
entwickelt, die durch Gasphasenabscheidung erzeugt wird.
Derartige Reaktivbeschichtungen koénnen auf Substraten
abgeschieden und anschlieBend durch rdumlich kontrollierte
,Klickchemie“ oberflichenmodifiziert werden. Der Begriff
,»Klickchemie“ umfasst eine Gruppe von leistungsfihigen
Reaktionen, die modular, weitreichend anwendbar und rela-
tiv unabhéingig vom Losungsmittel und pH-Wert sind und auf
stereospezifische Weise hohe bis sehr hohe Ausbeuten lie-
fern.”! Die am weitesten verbreitete Klickreaktion ist die 1,3-
dipolare Huisgen-Cycloaddition von Aziden an terminale
Alkine.”! Diese Verkniipfungsreaktion wurde bereits fiir
Anwendungen in der Wirkstoffentwicklung™ und fiir die ge-
zielte Entwicklung von Enzyminhibitoren genutzt.”* Eben-
falls beschrieben wurde die 1,3-dipolare Cycloaddition von
Aziden an alkinmodifizierte selbstorganisierte Monolagen
(SAMs, self-assembled monolayers) als eine Methode zur
kontrollierten Oberflichenfunktionalisierung.”!!
Klickreaktionen sind bioorthogonal und héngen stark von
der rdumlichen Nihe und optimalen Orientierung der Re-
aktionspartner ab, was sie zu aussichtsreichen Methoden fiir
die maBgeschneiderte Erzeugung von biologischen Grenz-
flichen macht."” Da es jedoch an adiquaten Polymerbe-
schichtungen mangelt, die fiir die oberflichenspezifische
Immobilisierung genutzt werden konnen, ist die Anwendung
der 1,3-dipolaren Cycloaddition in diesem Bereich bislang
stark begrenzt. Einige Reaktivbeschichtungen wurden durch
Gasphasenabscheidung (CVD, chemical vapor deposition)
substituierter [2.2]Paracyclophane hergestellt. Dabei wurden
Poly(p-xylylene) mit unterschiedlichen funktionellen Grup-
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pen, z.B. Amine,">'¥ Ester,>'" Aldehyde!™® und Alkoho-
le,21 synthetisiert und zur Immobilisierung von Biomole-
kiilen genutzt.

Um dieses Prinzip weiterzuentwickeln, haben wir durch
CVD-Polymerisation alkinmodifizierte Beschichtungen her-
gestellt (Schema 1). Wir konnten nachweisen, dass die er-
haltenen Polymerfilme fiir raumlich kontrollierte 1,3-dipolare
Huisgen-Cycloadditionen verwendet werden kénnen.

2a: R'=C=C-H R?=C==C-H
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Schema 1. Synthese von alkinfunktionalisierten Polymeren durch CVD
von Diethinyl[2.2]paracyclophan (2a) und 4-Ethinyl[2.2]paracyclophan
(2b).
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Die Ausgangsverbindungen fiir die CVD - Diethinyl-
[2.2]paracyclophan (2a) und Ethinyl[2.2]paracyclophan (2b)
— wurden aus kommerziell erhiltlichem [2.2]Paracyclophan
(1) nach einer von Hopf und Mitarbeitern entwickelten Me-
thode hergestellt.”” Hierbei entstehen die pseudo-ortho- und
pseudo-meta-Verbindungen als Hauptprodukte. In unserem
Fall war es nicht erforderlich, diese fiir die nachfolgende CVD
aufzutrennen.

Zunichst wurde versucht, das Dialkin 2a zur Bildung von
Poly(diethinyl-p-xylylen) (3a) abzuscheiden. Hierzu wurde
2a bei Temperaturen zwischen 90 und 110°C und einem re-
duzierten Druck von 0.5 mbar sublimiert, in die Pyrolyse-
kammer iiberfiihrt (650°C) und dann in der Abscheidungs-
kammer (15°C) zum Polymer umgesetzt. Es wurde ein poly-
merartiger Film erhalten, der jedoch nicht die fiir Alkin-
gruppen typische Infrarotbande bei 3200 cm ™' zeigte, was auf
das Fehlen der Alkingruppe schlieBen lieB. AuBerdem
wurden zahlreiche Nebenprodukte gebildet, die nicht weiter
untersucht wurden, aber méglicherweise durch eine Alkin-
Vinyliden-Umlagerung entstanden sein konnten.™ Unter
verdnderten CVD-Bedingungen (z.B. Pyrolysetemperaturen
unter 550°C) wurden zwar alkinfunktionalisierte Polymerfil-
me mit Schichtdicken von 50 nm erhalten (bei 50 mg der
Vorstufe auf einem 4-Inch-Wafer), diese waren allerdings
wenig reaktiv und relativ instabil bei thermischer Behandlung
oder im Kontakt mit organischen Ldsungsmitteln (siche
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Hintergrundinformationen). Aus diesen Griinden wurden
diese Filme nicht weiter untersucht.

Im weiteren Verlauf der Studie untersuchten wir die
Abscheidung des einfach alkinsubstituierten Paracyclophans
2b. Tatséchlich konnte das entsprechende Polymer, Poly(4-
ethinyl-p-xylylen-co-p-xylylen) (3b), sogar unter typischen
CVD-Bedingungen™ ohne nennenswerte Nebenreaktionen
synthetisiert werden (Druck 0.5 mbar, Sublimations-, Pyro-
lyse- und Substrattemperaturen 90-110°C, 680 °C bzw. 15°C).
Das FTIR-Spektrum von 3b zeigt eine starke C-H-Bande der
Alkingruppe bei 3286 cm™ und ein weiteres Signal bei
2100 cm™!, das der C-C-Dreifachbindung zugeordnet werden
kann. Die IR-spektroskopische Analyse wurde durch Ront-
genphotoelektronenspektroskopie (XPS) bestitigt, die zur
quantitativen Bestimmung der Oberflichenzusammenset-
zung herangezogen wurde. Die Analyse ergab einen Gehalt
von 1.3% Sauerstoff, der von Verunreinigungen stammen
konnte, die wiahrend der Polymerisation oder der Proben-
vorbereitung eingebracht wurden.

Das hochaufgeloste Cls-Spektrum von 3b zeigt ein sym-
metrisches schmales Signal (Halbwertsbreite 1.13eV) bei
285.6 €V, das charakteristisch fiir ausschlielich an C oder H
gebundenen Kohlenstoff ist.?!! Daneben tritt ein n-m*-Signal
bei 291.7 eV auf, das typisch fiir aromatische ni-Elektronen ist
und fiir Zhnliche Polymere bereits beschrieben wurde.™ Mit
Ellipsometrie wurde die Schichtdicke von 3b zu 91.81 +
0.03 nm bestimmt (bei 50 mg der Vorstufe). Das Polymer ist
stabil in wissrigen und organischen Losungsmitteln wie
Aceton, Ethanol, Methanol und Chloroform. Ein Tesafilm-
test!'™ ergab eine zufriedenstellende Oberflichenhaftung des
Polymerfilms auf Glas, Poly(dimethylsiloxan) (PDMS), Sili-
cium und Gold.

Bei der spektrofluorometrischen Analyse von 3b beob-
achtet man ein charakteristisches Anregungssignal bei
380 nm und ein Emissionssignal bei 450 nm. Die Signale
verschwanden, nachdem das Polymer drei Stunden auf 150°C
erhitzt wurde; moglicherweise trat eine Polymervernetzung
ein (Hintergrundinformationen). Um die thermische Stabili-
tdt zu testen, wurden die FTIR-Spektren nach Aufbewahrung
des Polymers bei 20, 80, 150 und 250 °C verglichen. Die C-H-
Bande bei 3283 cm™! wurde mit steigender Temperatur klei-
ner und verschwand im Fall der bei 250°C aufbewahrten
Probe vollstindig (Hintergrundinformationen). Die Tempe-
raturabhingigkeit bestétigt, dass das Polymer 3b nur begrenzt
thermisch stabil ist und vermutlich iiber die Alkingruppe
vernetzt.

Um zu priifen, ob sich Polymer 3b fiir heterogene Klick-
reaktionen eignet, studierten wir sein Verhalten in Gegenwart
von Aziden. Hierzu untersuchten wir die 1,3-dipolare Huis-
gen-Cycloaddition zwischen 3b und Biotinazid (4) in Ge-
genwart von Kupfer(i)-sulfat und Natriumascorbat
(Schema 2). Wie bereits fiir homogene Phasen beschrieben,
liefert diese Kupplung ein Triazol.””! Natriumascorbat fun-
giert als Reduktionsmittel und erzeugt in situ Kupfer(r)-
Tonen, die die eigentliche katalytische Spezies der Reaktion
sind.! Biotinazid (4) wurde als Modell-Ligand verwendet,
weil Biotin einen sehr stabilen nichtkovalenten Komplex mit
Streptavidin bildet (das seinerseits hdufig zur Anbindung von
biotinylierten Biomolekiilen verwendet wurde).!'”!
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Schema 2. 1,3-dipolare Huisgen-Cycloaddition von Biotinazid (4) mit
Polymer 3b.

Zur raumlich kontrollierten Anbindung des Biotinligan-
den wurde das Mikrodruckverfahren (uCP) eingesetzt.
Hierbei war es wichtig, das Kupfersalz und das Reduktions-
mittel unabhiéngig voneinander zu verwenden. Deshalb
wurden das Azid und das Ascorbat zunéchst auf dem Po-
lymerfilm adsorbiert und mit Stickstoff getrocknet, anschlie-
Bend wurde das Kupfersalz iiber 12 bis 18 Stunden aufge-
druckt (Abbildung 1). Danach wurde die Probe gewaschen
und mit Rhodamin-modifiziertem Streptavidin umgesetzt.
Fluoreszenzbilder der Oberflichenstruktur (Abbildun-
gen 2a,c) belegen die rdumlich kontrollierte Bindung von 4
an 3b. Daher kann geschlossen werden, dass die Alkingrup-
pen des Polymers mit den Azidgruppen reagierten und somit
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Abbildung 1. Immobilisierung des Biotinazid-Liganden auf dem Reaktiv-
polymerfilm 3b und anschlieRendes Mikrokontaktdrucken des Cu'-Katalysa-

tors.
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Abbildung 2. a,c) Fluoreszenzbilder, die die Immobilisierung von
TRITC-Streptavidin an Biotinazid belegen; b,d) Ellipsometriebilder zur
Bestimmung der Schichtdicken. TRITC = Tetramethylrhodaminisothio-
cyanat, PDMS = Poly(dimethylsiloxan).

als Ankergruppen zur Immobilisierung von Biomolekiilen
fungieren. Gegeniiber einer gleichzeitigen Immobilisierung
aller Reaktionspartner erwies sich das zweistufige Verfahren
aus Adsorption und pCP als die bessere Methode.

Um die Ergebnisse weiter zu bestétigen, wurden Ellip-
sometriebilder aufgenommen (Abbildung2b,d). Zwischen
den Biotin-modifizierten und den nichtmodifizierten Ober-
flaichenbereichen wurden nach Inkubation mit Streptavidin
Schichtdickenunterschiede zwischen 1 und 2 nm beobachtet,
was der ungefihren Dicke einer Proteinmonolage ent-
spricht.*]

Das alkinfunktionalisierte Polymer 3b ist in der 1,3-di-
polaren Huisgen-Cycloaddition mit Aziden bemerkenswert
reaktiv. Es zeigt eine ausgezeichnete Oberflachenhaftung und
gute Stabilitdt bei erhohten Temperaturen und in Losungs-
mitteln. Weitere Arbeiten sind nétig, um den Mechanismus
der CVD genauer aufzukldaren und zu untersuchen, ob die
hier beschriebene Methode auch bei anderen Cycloadditio-
nen eingesetzt werden kann. Die gezielte Herstellung von
bioaktiven strukturierten Oberfldchen ist eine wichtige Vor-
aussetzung fiir die Entwicklung neuartiger Biomaterialien
und Biogrenzfldchen. Dariiber hinaus konnten die hier be-
schriebenen Reaktivbeschichtungen Anwendung in der Dia-
gnostik (Mikroarrays), Biosensorik und Biomedizintechnik
finden.

Experimentelles

CVD: 2a (50 mg) wurde bei 90-110°C und 0.5 mbar sublimiert und
mit einem Argongasfluss (20 sccm) in die Pyrolysekammer gespiilt.
Nach Pyrolyse (bei unterschiedlichen Temperaturen 7T5,,) wurden die
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Polymerfilme bei 15°C abgeschieden. Ty, = 650°C: IR (Glanzwin-
kel 85°): 7 =837, 1039, 1150, 1439, 1505, 1624, 1694, 1910, 2916, 3010,
3048 cm™'. XPS-Signale (%) (bezogen auf aliphatisches C mit
285.0eV): C 96.9, O 3.1. Tp,, = 550°C: IR (Glanzwinkel 85°): 7=
839.35, 877, 922, 1036, 1261, 1439, 1623, 1913, 2100, 2848, 2921, 3013,
3052, 3285 cm™'. XPS-Signale (%) (bezogen auf aliphatisches C mit
285.0eV): C 93.7, O 6.3. 2b: CVD wie oben; Tp,,=680°C. IR
(Glanzwinkel 85°): 7#=833, 894, 1158, 1251, 1411, 1454, 1493, 1513,
1605, 1699, 1900, 2102, 2859, 2926, 3015, 3286 cm™!; XPS-Signale (%)
(bezogen auf aliphatisches C mit 285.0eV): C 98.7, O 1.3; XPS-Si-
gnale (%): 285.6 eV (Cls); 291.7 eV (m-m*).

Oberfldachenanalyse: IR-Spektroskopie: Nicolet 6700; XPS-Ele-
mentaranalyse: Photoelektronenspektrometer Axis Ultra X-ray
(Kratos Analyticals, GroBbritannien) mit Alg,-Rontgenquelle;
Schichtdickenbestimmung: EP3-SW-Ellipsometer (Nanofilm AG,
Deutschland) bei einer Wellenldnge von 532 nm. Die Vierzonen-
Nulling- und Mapping-Experimente wurden bei einem Einfallswinkel
von 65° durchgefiihrt. Die Messpunkte wurde mithilfe eines aniso-
tropen Cauchy-Modells analysiert. Fiir das Mapping wurden die
Daten mit einem Scanner mit einer lateralen Auflosung von 1 um und
einem Bildfeld von 100 x 500 pm aufgenommen.

Mikrostrukturierung des Polymerfilms 3b: Die Druckvorlagen
wurden nach Literaturangaben strukturiert.'" Eine Losung von 4
(Photoprobe Biotin, Vector Labs, 10 ugmL™") und Natriumascorbat
(1 mm) in Wasser/tert-Butylalkohol (2:1) wurde als diinne Schicht auf
dem Polymerfilm 3b aufgebracht. Nach Trocknung (N,-Strom) wurde
eine CuSO,-Losung mithilfe eines PDMS-Stempels, der 20 min mit
einem UV/Ozon-Reiniger behandelt worden war (Jelight), iber 12—
18h auf die Oberfliche gedruckt.”” AnschlieBend wurden die
strukturierten Oberflachen 1 h mit Rhodamin-modifiziertem Strep-
tavidin (50 ygmL™" in wissrigem PBS-Puffer mit 0.02% (v/v)
Tween20 und 0.1% (w/v) Rinderserumalbumin) inkubiert. Nach in-
tensivem Waschen wurden die Fluoreszenzbilder mit einem Fluo-
reszenzmikroskop aufgenommen (Nikon TE200).
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