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(54) Title: SURFACE-STRUCTURED SUBSTRATE AND PRODUCTION THEREOF

(54) Bezeichnung: OBERFLACHENSTRUKTURIERTE SUBSTRATE UND IHRE HERSTELLUNG

A STEP

(57) Abstract: The invention relates to a method for production of a surface-structured substrate, comprising the steps: (i) produc-
tion of a first substrate, nanostructured with inorganic nanoclusters on at least one surface, (ii) application of a substrate material for
a second substrate, different from the first material to the nanostructured surface of the first substrate as obtained in step (i) and (iii)
separation of the first substrate from the second substrate of step (ii), including the inorganic nanoclusters to give a second substrate
nanostructured with the nanoclusters. The invention further relates to a surface-structured substrate obtained by said method and the
use of the surface-structured substrate for application to a stent or implant material for the adhesion of cells, viruses and/or bacteria
and the serum-free culture of cells, for example, for skin replacement and, furthermore, all applications of said substrate in which
biological systems can be imitated, modified, examined or quantified by the structured application of biologically-active molecules
and the application thereof in optical or electronic components and chemical and biological sensor systems..

[Fortsetzung auf der niichsten Seite]
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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines oberfléchenstrukturierten Subst-
rats, umfassend die Schritte: (i) Herstellen eines ersten Substrats, das auf mindestens einer Oberflédche mit anorganischen Nanoclus-
tern nanostrukturiert ist, (ii) Aufbringen eines Substratmaterials fiir ein zweites Substrat, das vom ersten Substratmaterial verschieden
ist, auf die im Schritt (i) erhaltene nanostrukturierte Oberfldche des ersten Substrats, und (iii) Abtrennen des ersten Substrats von
dem zweiten Substrat aus Schritt (ii), einschlieBlich der anorganischen Nanocluster, wodurch ein mit Nanoclustern nanostrukturiertes
zweites Substrat erhalten wird. Die vorliegende Erfindung betrifft auBerdem ein oberflédchenstrukturiertes Substrat, erhéltlich durch
dieses Verfahren sowie die Verwendung des oberfldchenstrukturierten Substrats zur Aufbringung auf ein Stent- oder Implantatma-
terial, zur Adhidsion von Zellen, Viren und/oder Bakterien und die serumfreie Kultur von Zellen fiir beispielsweise Hautersatz. Die
Erfindung umfasst auBerdem alle Anwendungen dieser Substrate bei denen durch strukturiertes Anbringen von biologisch aktiven
Molekiilen biologische Systeme imitiert, modifiziert, untersucht oder quantifiziert werden kénnen sowie deren Einsatz in optischen
oder elektronischen Bauteilen und chemischen und biologischen Sensorsystemen.



10

15

20

25

30

35

WO 2006/027274 PCT/EP2005/009787

Oberflichenstrukturierte Substrate und ihre Herstellung

Die vorliegende Erfindung betrifft oberfléachenstrukturierte
Substrate, die geordnete Oberfléchenstrukturen im
Nanometerbereich aufweisen, sowie ein Verfahren zur
Herstellung dieser Substrate mit Oberfl&chenstrukturierung im

Nanometerbereich.

Periodisch und aperiodisch mikrostrukturierte Oberfléchenvvon
einigen Mikrometern bis einigen Nanometern werden fur eine
Vielzahl von Anwendungen, insbesondere elektronische und
optische Bauelemente, sowie Sensoren und in der
Mikrotechnologie verwendet. Die Herstellung solcher
mikrostrukturierter Oberflachen erfolgt durch Anwendung
bekannter lithographischer Techniken, die je nach Art der
gewlnschten Mikrostruktur geeignet ausgewahlt werden. So
kdénnen beispielsweise mit der Elektronenstrahl— und
Ionenstrahllithographie Strukturen im Nanometerbereich
hergestellt werden, und entsprechende Anlagen sind im Handel
erhdltlich. Ferner erlaubt die Atomstrahllithographie durch
die Kontrolle der Wechselwirkungen der Atomstrahlen mit
Lichtmasken, dass groRflachige periodische Linienmuster und
verschiedene zweidimensionale periodische Strukturen erzeugt

werden.

Da diese Verfahren jedoch den Nachteil aufweisen, dass sie
Odkonomisch nicht vertretbar sind und/oder keine periodischen
Strukturen im Nanometerbereich liefern und/oder nur durch
physikalische Parameter gesteuert werden kénnen und deshalb
apparativ sehr aufwendig sind, wurde die sogenannte mizellare
Blockcopolymer-Nanolithographie entwickelt, mit der sich
nanostrukturierte Oberflachen mit einer Periodizitat im
unteren Nanometerbereich zwischen 10 und 170 nm herstellen
lassen. Das mizellare Blockcoplymer-Nanolithographie-

Verfahren ist im Detail in den folgenden Patenten und
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Patentanmeldungen beschrieben: DE 199 52 018, DE 197 47 813,
DE 297 47 815 und DE 197 47 816.

Bei der mizellaren Blockcopolymer-Nanolithographie spielen
Templateffekte eine wichtige Rolle. Darunter versteht man die
Vorgabe von Hilfsstrukturen, welche das Wachstum, die
Struktur und die Anordnung des darauf aufbauenden Systems
kontrolliert. Solche Template sind beispielsweise
Blockcopolymere und Pfropfcopolymere, die in geeigneten
Losungsmitteln zu mizellaren Kern-Schalesystemen assoziieren,
sowie hochverzweigte dendritische Molekiile mit einer Kern-
Schale-Struktur. Diese Kern-Schale-Strukturen dienen zur
Lokalisierung anorganischer Vorstufen, aus denen
nanometergrofle, anorganische Teilchen mit einer
kontrollierten GrdRe, durch die Polymerhiille rdumlich
voneinander getrennt, abgeschieden werden kénnen. Vorteilhaft
ist dabei insbesondere, dass die Kern-Schale-Systeme oder
Mizellen durch einfache Abscheidungsvorgdnge wie Spin-Casting
oder Dip-Coating als hochgeordnete Monofilme auf
unterschiedliche Substrate aufgebracht werden kdénnen. Die
organische Matrix wird anschlieflend durch einen Gas-Plasma-
Prozess oder durch Pyrolyse rlckstandsfrei entfernt, wodurch
anorganische Nanopartikel in der Anordnung auf dem Substrat
fixiert werden, in der sie durch das organische Templat
positioniert wurden. Die Grdéfle der anorganischen Nanopartikel
wird durch die Einwaage einer bestimmten anorganischen
Precursorverbindung und der laterale Abstand zwischen den
Nanopartikeln durch die Struktur, insbesondere durch das
Molekulargewicht der organischen Matrix bestimmt. Dadurch
konnten Teilchengrdéfen von Au-, Ag-, Pt-, Pd-, Ni-, Co-, Fe-
und Ti-Teilchen sowie deren Oxide und Legierungen zwischen 1
und 20 nm in geordneten Mustern auf Substraten abgeschieden
werden, wobei die Muster eine Periodizitdt entsprechend dem
sphérischen Kern-Schale System zwischen 10 und 170 nm

aufwiesen.
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Voraussetzung flir das oben beschriebene mizellare
Blockcopolymer-Nanolithographie-Verfahren ist, dass die
Substrate aus Materialién bzw. Materialmischungen bestehen
miissen, die den Gas-Plasma- oder Pyrolyse-Prozess zur
Entfernung der organischen Matrix unbeschadet Uberstehen. Als
Substrate werden daher (iblicherweise Edelmetalle, oxidische
Glaser, mono- oder multikristalline Substrate, Halbleiter,
Metalle mit oder ohne passivierter Oberflache, Isolatoren
oder allgemein Substrate mit hoher Resistenz gegen
nachfolgende Atzprozeduren eingesetzt. Organische Substrate
und eine Vielzahl anorganischer Substrate scheiden jedoch
augrund ihrer Unbestandigkeit gegeniiber dem Gas-Plasma- oder
Pyrolyse-Prozess flUr die Anwendung in dem Blockcopolymer-
Nanolithographie-Verfahren aus. Auflerdem sind Substrate
ausgeschlossen, deren Oberfl&dche nicht ebenméfiig genug sind,
um eine regelmé&fiige Selbstorganisation der Polymermizellen
zuzulassen. Auch die Beschichtung von Membranen, die wenige
Nanometer dick sind, lasst sich mit diesem Verfahren

technisch nicht realisieren.

Dies ist insofern nachteilig, als insbesondere sowohl
organische Polymersubstrate als auch die fiur das
Blockcopolymer-Nanolithographie-Verfahren nicht einsetzbaren
anorganischen Substrate flr die Herstellung von
beispielsweise Leiterbahnen bei der Chip-Herstellung, bei der
Kultivierung von Zellen, Bakterien und Viren sowie fUr den
Einsatz éls Implantate eine grofie praktische und

wirtschaftliche Bedeutung haben.

Beispielsweise werden Arbeiten mit einer groflen Anzahl an
Zellen und Zellkulturen aufgrund praktischer und &konomischer
Gesichtspunkte mit Kulturschalen durchgefihrt, die aus
Plastik oder besonderen Polymeren bestehen. Diese werden
beispielsweise zur Vermehrung von Zellen, zur Differenzierung
von Zellen oder zur Geherierungvvon Gewebe im Allgemeinen
eingesetzt. Die Nanostruktur konnte jedoch bisher nicht auf

polymere Oberflachen ubertragen und somit bisher nicht zur
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Einstellung von adhé&sionsvermittelter Zellfunktion genutzt

werden.

Ferner hat die Anwendung der bekannten Substrate aus
Metallen, Glésern, mono- oder multikristallinen Substraten
und Halbleitern den Nachteil, dass sie eine hohe und nicht
beliebig einstellbare Festigkeit aufweisen. Es besteht jedoch
die Nachfrage nach strukturierten Oberflachen, die weich und
flexibel sind und sich z.B. in Form einer Folie auf
Gegenstande, wie Implantat- oder Stent-Materialien,
aufbringen lassen und diese Gegenstande so mit einer
strukturierten Oberfl&che versehen kénnen. Aulerdem spielt
die Festigkeit der Oberflachen flir die Differenzierung von
darauf wachsendes Zellen eine Rolle. Zudem ist bei einer
Vielzahl von Anwendungen in der Biologie, Optik, Sensorik und
Elektronik die chemische Beschaffenheit der Oberfléache
zwischen den erzeugten Strukturen, die bisher stark

eingeschrankt war, von grofier Bedeutung.

Daher besteht die der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende
Aufgabe darin, ein Verfahren zur Nanostrukturierung von
Substratoberflachen bereitzustellen, die bisher nicht oder

nur sehr schwierig strukturiert werden konnten.

Diese Aufgabe wird geldést durch ein Verfahren zur Herstellung
eines oberflachenstrukturierten Substrats, umfassend die

Schritte:

(1) Herstellen eines ersten Substrats, das auf mindestens
einer Oberfléche mit anorganischen Nanoclustern

nanostrukturiert ist,

(11) Aufbringen eines Substratmaterials fir ein zweites
Substrat, das vom ersten Substratmaterial verschieden
ist, auf die im Schritt (i) erhaltene

nanostrukturierte Oberflache des ersten Substrats, und
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(1ii) Abtrennen des ersten Substrats von dem zweiten
Substrat aus Schritt (ii), einschliefllich der
anorganischen Nanocluster, wodurch ein mit
Nanoclustern nanostrukturiertes zweites Substrat

erhalten wird.

Gemafd einer bevorzugten Ausfihrungsform wird in dem obigen
Schritt (ii) fur das zweite Substratmaterial ein hartbares
Substratmaterial eingesetzt, wobei das hartbare
Substratmaterial ausgewahlt ist aus einem organischen
vernetzbaren oder nichtvernetzbaren Polymer, einem Harz,
einem organischen polymerisierbaren und/oder vernetzbaren
Oligomer und einem organischen polymerisierbaren
Polymerprecursor oder Mischungen davon, und gehdrtet wird.
Diese bevorzugte Ausfihrungsform ist dementsprechend ein
Verfahren zur Herstellung eines polymeren

oberflachenstrukturierten Substrats, umfassend die Schritte:

(a) Herstellen eines ersten Substrats, das auf mindestens
einer Oberflache mit anorganischen Nanoclustern
nanostrukturiert ist,

(b) Aufbringen eines hartbaren Substratmaterials fir ein
zweites Substrat, das vom ersten Substratmaterial
verschieden ist, auf die im Schritt (a) erhaltene
nanostrukturierte Oberflache des ersten Substrats, wobei
das hartbare Substratmaterial ausgewdhlt ist aus einem
organischen vernetzbaren oder nichtvernetzbaren Polymer,
einem Harz, einem organischen polymerisierbaren und/oder
vernetzbaren Oligomer und einem organischen
polymerisierbaren Polymerprecursor oder Mischungen
davon,

(c) Harten des Substratmaterials fir das zweite Substrat und

(d) Abtrennen des ersten Substrats von dem in Schritt (c)
erhaltenen zweiten Substrat, einschliefflich der
anorganischen Nanocluster, wodurch ein mit Nanoclustern

nanostrukturiertes zweites Substrat erhalten wird.
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Gemafs einer anderen bevorzugten Ausfihrungsform werden die in
Schritt (ii) verwendbaren zweiten Substratmaterialien durch
thermische Verdampfung, Elektronenstrahlverdampfung, Sputtern
oder elektrochemisches Abscheiden auf das erste Substrat

aufgebracht.

Im folgenden werden die einzelnen Schritte des Verfahrens zur
Herstellung eines oberflachenstrukturierten Substrats der

vorliegenden Erfindung naher erlautert.

In Schritt (i) bzw. (a) wird eine mit anorganischen

Nanoclustern nanostrukturierte Oberflache hergestellt.

Als Verfahren zur Herstellung solcher nanostrukturierten
Oberflachen koénnen die im Stand der Technik bekannten
Lithographie-Verfahren angewendet werden. Bevorzugt ist die
Herstellung durch das mizellare Blockcopolymer-
Nanolithographie—Verfahren} wodurch nanostrukturierte
Oberflachen auf einfache und kostenglUnstige Weise hergestellt
werden kénnen (s. DE 199 52 018, DE 197 47 813, DE 297 47 815
und DE 197 47 816).

Wenn die nanostrukturierte Oberflache durch ein im Stand der
Technik bekanntes Lithographie-Verfahren hergestellt wird,
besteht das verwendete erste Substrat aus einem Material, das
ublicherweise in diesen Lithographie-Verfahren eingesetzt
wird. Im Fall des mizellaren Blockcopolymer-Nanolithographie-
Verfahrens sind als verwendbare Substratmaterialien
insbesondere zu nennen: Edelmetalle, oxidische Gléaser, mono-
oder multikristalline Substrate, Halbleiter, Metalle mit oder
ohne passivierter Oberflédche, Isolatoren oder allgemein
Substrate mit hoher Resistenz gegen nachfolgende
Atzprozeduren. Vorzugsweise handelt es sich hierbei um Pt,
Au, GaAs, AlxGaAs, Si, Si0O2, Ge, Si«Ny, SixGaAs, InP, InPSi,
GaInAsP, Glas, Graphit, Diamant, Glimmer, SrTiO; sowie deren

dotierte Modifikationen.
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Es ist auch mdéglich, dass das erste Substrat aus einem
polymeren Material besteht. Ein solches nanostrukturiertes
polymeres Substrat ist erhaltlich durch das hier beschriebene
Verfahren der vorliegenden Erfindung. Das in dem Verfahren
der vorliegenden Anmeldung in Schritt (d) erhaltliche
Substrat kann somit selbst wiederum als ein erstes Substrat
in Schritt (i) bzw. (a) eingesetzt werden. Als polymeres
Material sind jegliche Polymere verwendbar. Als besonders gut
geeignete polymere Materialien kénnen beispielhaft genannt
werden: Polystyrol, Epoxidharze, Polydimethylsiloxan (PDMS)
und Polyethylenglycoldiacrylate (PEG-DA). Besonders bevorzugt

ist ein erstes Substrat aus Polystyrol.

In der obigen Ausfuhrungsform, bei der die in Schritt (ii)
verwendbaren zweiten Substratmaterialien durch thermische
Verdampfung, Elektronenstrahlverdampfung, Sputtern oder
elektrolytisches Abscheiden auf das erste Substrat
aufgébracht werden, wird bevorzugt ein erstes Substrat aus

einem polymeren Material, wie oben angegeben, verwendet.

Die in Schritt (i) bzw. (a) hergestellten anorganischen
Nanocluster sind insbesondere sauerstoffresistente
Edelmetalle, wie Au, Pt, Pd oder Oxide, wie z.B. halbleitende
Oxide wie TiO2, oder magnetische Teilchen wie z.B. bestimmte
Modifikationen des Fez20:. Ferner sind auch Cluster aus
metallischen Mischsystemen, wie Au/Fe20s3, AuCoO, Au/Co:30s,
Au/Zn0O, Au/TiO2, Au/Zr02, Au/Al:03, Au/In:0s, Pd/Al:0s;, Pd/Zr0:,
Pt /Alz0s und Pt/Graphit, denkbar. Bevorzugt sind die

anorganischen Nanocluster aus Au.

Die in Schritt (i) bzw. (a) auf das erste Substrat
aufgebrachten Cluster sind hinsichtlich ihrer Form nicht
beschrinkt und kdénnen als Punkte, Linien, Flachen oder andere
beliebige Formen vorliegen. Die Cluster besitzen vorzugsweise
eine Groéfle von 1 nm bis 300 um, besonders bevorzugt 1 nm bis
150 um und noch.bevorzugter 1 nm bis 20 pm. Im Fall von
punktférmigen Clustern ist mit "Grofe der Cluster" der
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Durchmesser gemeint. Im Fall von Linien ist mit "GroRe der
Cluster" die Linienbreite gemeint, wobei die Lange der Linien
beliebig ist. Im Fall von Cluster-Flachen ist die "Cluster-

GroRe" ein MaRR fur die Flache des Clusters.

Die erhaltenen Strukturen, die auf dem ersten Substrat _
erzeugt werden, weisen bevorzugt Grdfenordnungen von 1 nm bis
300 pum auf, im Fall von geordneten Strukturen weisen sie
PeriodizitAten 1 nm bis 300 um. Im Hinblick ‘auf eine
Zelladhasion auf einem oberflachenstrukturierten Substrat ist
eine GroRenordnung bzw. Periodizitat von 5 nm bis 100 um
besonders bevorzugt. Noch bevorzugter ist eine Gréfienordnung
bzw. Periodizitdt von 5 nm bis 100 nm und ganz besonders
bevorzugt 5 nm bis 20 nm. Eine Groéfenordnung von 5 bis 500 nm
lasst sich beispielsweise durch das mizellare Blockcopolymer-
Nanolithographie-Verfahren herstellen. Grdfere Strukturen
lassen sich z.B. durch bekannte photolithographische

Verfahren erzeugen.

In dem Schritt (b) des Verfahrens zur Herstellung eines
polymeren oberflachenstrukturierten Substrats der
vorliegenden Erfindung wird ein hédrtbares Material fur ein
zwelites Substrat auf die in Schritt (a) erhaltene
strukturierte Oberflache des ersten Substrats aufgebracht.
Das hArtbare Material flr das zweite Substrat ist ausgewahlt
aus einem organischen oder anorganischen Pblymer, einem Harz,
einem organischen polymerisierbaren oder vernetzbaren
Oligomer, einem vernetzbaren Polymer und einem organischen
polymerisierbaren Polymerprecursor. Als spezielle Beispiele
flir das hartbare zweite Substratmaterial kénnen Polystyrol,
Epoxidharze, Polydimethylsiloxan (PDMS),
Polyethylenglycoldiacrylate (PEG-DA), z.B. PEG-DA 500, PEG-DA
4000 und PEG-DA 8000, und Polyphosphazene unterschiedlichster

Molekulargewichte genannt werden.

Eine spezielle Ausfihrungsform sieht Kollagene,

Hyaluronsdure, Fibronektin, Vitronektin und weitere
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natlirliche Polymere als hartbares Polymer, das in Schritt (b)

verwendbar ist, vor.

Fir elektronische Anwendungen sind organische und
anorganische leitende und halbleitende Polymere. von
besonderem Interesse, z.B. Poly(4,4-dioctylcyclopenta-

dithiophene) .

Das h&rtbare Material fir das zweite Substrat wird
vorzugsweise in Form einer Flissigkeit oder als Ldésung durch
ein im Stand der Technik Ubliches Beschichtungsverfahren
gleichmaRig mit der gewlunschten Dicke aufgetragen.
Beispielsweise werden Polystyrol, Poly (4, 4-dioctylcyclopenta-
dithiophene) und Polyphosphazene in Lé&sung und PDMS und
Epoxidharze in fllssigem Zustand durch ein Spinschleuder-
Verfahren auf das erste Tradgermaterial aufgetragen. PEG-

Diacrylat wird vorzugsweise in Ldsung unter Schutzgas

~aufgetropft.

Es ist auch mdglich, das zweite Substrat aus Schritt (b) auf
der Seite, die dem ersten Substrat gegenlUberliegt, zusatzlich
mit einer anorganischen Trdgerschicht zu versehen. Die
anorganische Tragerschicht kann aus jeglichem anorganischen
Material hergestellt werden, bevorzugt aus einem leitenden
anorganischen Material, und besteht beispielsweise aus
Silizium, Zinkoxid, Gold, Kohlenstoff. Die anorganische
Tragerschicht kann abh&ngig vom anorganischen Material durch
bekannte Verfahren, wie z.B. durch thermische Verdampfung,
Elektronenstrahlverdampfung, Sputtern, elektrochemisches
Abscheiden oder als Feststoff mit glatter Oberfldche auf das
zweite Substrat aufgebracht werden. In dieser Ausfihrungsform
ist es bevorzugt, dass das zweite Substrat nach dem Harten in
Schritt (¢) lediglich eine Dicke von 1 bis 20 nm aufweist.
Dadurch kann erreicht werden, dass die auf dem ersten
Substrat aufgebrachten Nanocluster, z.B. Goldcluster, so in

das zweite Substrat eingebettet werden, dass sie gleichzeitig
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mit der anorganischen Tragerschicht Kontakt haben und dadurch

zur Herstellung von Nanoelektroden geeignet sind.

In Schritt (c¢) wird das hé&rtbare Material fir das zweite
Substrat gehiartet. Das Verfahren zum Harten des zweiten
Substratmaterials wird abhdngig von der Natur des
Substratmaterials geeignet ausgewahlt. So werden
beispielsweise Polystyrol und Polyphosphazene, die als
Lésungen aufgebracht werden kdénnen, durch langsames
Evaporieren des Ldésungsmittels gehdrtet. PDMS und Epoxidharze
werden thermisch polymerisiert bzw. vernetzt und dadurch
ausgehartet. PEG-Diacrylate werden photochemisch

polymerisiert und auf diese Weise gehartet.

Nach dem Harten weist das zweite Substrat vorzugsweise eine
Dicke von 1 nm bis einigen c¢m auf, insbesondere bevorzugt ist
eine Dicke von 10 nm bis 100 cm. Im Hinblick auf eine
Anwendung des polymeren oberflé&chenstrukturierten Substrats
als Folie weist das zweite Substrat nach dem Schritt (c)
vorzugsweise eine Dicke von 10 nm bis 1 cm auf, besonders

bevorzugt 100 nm bis 1 mm.

In der Ausflhrungsform, bei der die in Schritt (ii)
verwendbaren zweiten Substratmaterialien durch thermische
Verdampfung, Elektronenstrahlverdampfung, Sputtern oder
elektrochemisches Abscheiden auf das erste Substrat
aufgebracht werden, sind diese verwendbaren zweiten
Substratmaterialien Leiter oder Halbleiter, bevorzugt
ausgewahlt aus Si, C, Zinkoxid, Cr, Indiumoxid, Cu,
Indiumarsenid, Galliumarsenid und Hexadecafluorphthalocyanin
(F16CuPc), oder Materialien, die fur optisch relevante
Beschichtungen verwendbar sind, wie Aluminiumoxid,
Caiciumfluorid und Magnesiumfluorid. Beispielsweise lasst
sich eine F16CuPc-Schicht unter Verwendung eines
Mikowellengenerators bei folgenden Bedingungen aufbringen:
Temperatur: 125°C, Druck: 2X6-5 Torr, Behandlungsdauer: 100

sec. Eine ca. 50 nm dicke Cr-Schicht kann beispielsweise
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durch Sputtern erhalten werden. Dazu wird mit einer
Beschleunigungsspannung von 60 mA und einem Argondruck von
1x10-° Torr gearbeitet. Wie im Fall des oben beschriebenen
hartbaren zweiten Substratmaterials weisen die so
hergestellten Schichten ebenfalls bevorzugt eine Dicke von 10

nm bis 1 cm, besonders bevorzugt 100 nm bis 1 mm, auf.

Im Schritt (iii) bzw. (d) des Verfahrens zur Herstellung
eines oberflachenstrukturierten Substrats bzw. polymeren

oberflachenstrukturierten Substrats wird das erste Substrat

.von dem in Schritt (ii) aufgebrachten zweiten Substrat bzw.

von dem in Schritt (c) geharteten zweiten Substrat,
einschlieRlich der Nanocluster, abgetrennt, wodurch ein mit
anorganischen Nanoclustern im Nanometerbereich strukturiertes
zweltes Substrat erhalten wird, wobei die Nanocluster mit dem
gleichen Muster auf das zweite Substrat Ubertragen werden,
das die Nanocluster auf dem ersten Substrat aufwiesen. Die
Abtrennung erfolgt in einem geeigneten Verfahren entweder
mechanisch oder durch ein Abtrennmittel, das abhangig von der
Natur des ersten Substratmaterials und unter BeruUcksichtigung
der Natur des zweiten Substratmaterials geeignet ausgewahlt
wird. Zu beachten ist dabei, dass das eingesetzte
Abtrennmittel so ausgewahlt wird, dass zwar das erste
Substrat von dem Abtrennmittel angegriffen wird,
beispielsweise durch Losen, aber umgekehrt das zweite
Substrat gegenlber diesem Abtrennmittel so stabil und
unempfindlich wie mdglich ist. So lasst sich beispielsweise
ein erstes Substrat, das aus Glas oder Siliziumdioxid
besteht, mit Flusssaure (z.B. 25%ig) entfernen, wenn das
zweite Substrat aus Poiystyrol, Epoxidharz,
Polydimethylsiloxan (PDMS), Polyethylenglycol-diacrylat (PEG-
DA) oder Phosphazen besteht. Im Fall von Polystyrol als
erstes Substrat kann beispielsweise Toluol als geeignetes
Abtrennmittel eingesetzt werden, wenn das zweite Substrat aus
PEG-DA oder PDMS besteht.
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Die GrdRe des in Schritt (iii) bzw. (d) erhaltenen Substrats
bzw. polymeren Substrats mit strukturierter Oberflache ist
beliebig und kann je nach gewlinschter Anwendung zwischen 100
nm’ und mehreren Metern betragen. Bevorzugt ist eine GroRe

von 1 mm?’ bis 100 cm?.

Gemafd einer bevorzugten Auéfﬁhrungsform des Verfahrens der
vorliegenden Erfindung kann zwischen Schritt (i) und Schritt
(ii) bzw. Schritt (a) und Schritt (b) ein Schritt der
Immobilisierung eines Anbindungsmolekils durchgefihrt,
vorzugsweise auséewéhlt aus Propenthiol,
Mercaptopolyethylenglykolacrylat, Cysteamin mit
Acryloylchlorid, Polyethylenglykoldithiol, Alkylthioglykolat

"und Amino-1l-alkylthiol. "Alkyl" bezeichnet einen geraden oder

verzweigten, gesadttigten oder ungesattigten Kohlenwasserstoff
mit 1 bis 24 Kohlenstoffatomen, bevorzugt 4 bis 18
Kohlenstoffatome, besonders bevorzugt 6 bis 12
Kohlenstoffatome. Als besonders vorteilhaft haben sich Amino-
l-undecanthiol und Allyl-mercaptoacetat gezeigt. Das
Anbindungsmolektl sollte derart ausgewd@hlt werden, dass es
sich spezifisch an die anorganischen Nanocluster anbinden
lasst und sich chemisch oder elektrostatisch mit dem zweiten

Substrat verbindet, aber an dem ersten Substrat nicht haftet.

Die Immobilisierung der Anbindungsmolekiile erfolgt durch
bekannte Verfahren. Beispielsweise kann die Anbindung von
Propenthiol an Goldcluster in der Gasphase erfolgen, die
anderen oben genannten Thiole werden in L&sung innerhalb

einer Reaktionszeit von etwa 12 h an Goldcluster angebunden.

Durch die Anbindungsmoleklile wird eine bessere Anbindung der
anorganischen Nanocluster im bzw. am zweiten Substrat

erzielt.

In einer besonders vorteilhaften Ausfihrungsform kdénnen als
Anbindungsmolekiile Zellen verwendet werden. In diesem Fall

binden die Adh&sionsproteine der Zelle abhdngig von der
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Nanostruktur auf dem ersten Substrat nur an bestimmte
Nanocluster. Dadurch kann erreicht werden, dass nach dem
Abtrennen des ersten Substrats nur solche Nanocluster auf dem
zweiten Substrat zurlckbleiben, die an die Adhasionsproteine
der .Zelle gebunden sind. Auf diese Weise lassen sich wichtigé
Erkenntnisse Uber das Adh&sionsverhalten von Zellen auf

nanostrukturierten Oberflachen erhalten.

GemiR einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform kann im
Anschluss an den Schritt . (iii) bzw. (d) eine Passiviérung der
die Nanocluster umgebenden Bereiéhe durchgefihrt werden, um
eine gezielte Wechselwirkung von z.B. Zellen oder anderen
Biomolekiilen mit deh anorganischen Nanoclustern zu erzielen.

Eine solche Passivierung durch Polyethylenglykol ist

beispielsweise in der US-Patentanmeldung 2003/0133963 Al von

J.A. Hubbell beschrieben. Eine weitere Mdglichkeit zur
Passivierung besteht in der Erzeugung von Hydroxylgruppen auf
den Oberflachen von Polystyrol- oder PDMS-Substraten durch
ein Sauverstoff-Plasma. Auf diesen Hydroxylgruppen lassen sich

dann durch Anbinden von (3-Triethoxysilyl-propyl) -

. carbamidsdure- (methoxypolyethylenglykol) -estern eine

molekulare PEG-Monoschicht mit stark proteinabweisenden
Eigenschaften herstellen. AuBérdem ist bekannt, dass sich
Polystyrol-Oberflachen im Sauerstoff-Plasma mit Bovin Serum
Albumin (BSA) gegen Proteinwechselwirkungen und Zelladhasion
passivieren lassen. Um die unspezifische Anbindung von BSA an
den Bereich der Struktur, der nicht passiviert werden soll,
zu verhindern, muss dieser Bereich zuerst mit einer anderen
spezifisch anbindenden Substanz geschiitzt werden. So kdnnen
Goldcluster beispielsweise mit PEG-Thiolen geschiitzt werden,
die nach einer Plasma-Aktivierung der Oberflache angebunden
werden. Die Bindung des Thiols zum Gold kann in Iod-
Atmosphére wieder zerstdrt werden. Nach der unspezifischen
Anbindung des BSA an das Polystyrol kann das PEG dann
abgewaschen werden (s. Promotionsarbeit Wolfgang Geyer,
Université&t Heidelberg, 04.05.2001).
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Nach dem Schritt (iii) bzw. (d) der Abtrennung des ersten
SubStfats-und-ggf. nach der oben beschriebenen Passivierung
kann ein Schritt der Biofunktionalisierung der anorganischen
Nanocluster durchgefihrt werden. "Biofunktionalisierung™
bezeichnet einen Schritt, in dem spezifische Molekille an die
nanostrukturierten Cluster angebracht werden, um diese fir
bestimmte biologische Anwéndﬁngen zu funktionalisieren.
Hierunter kénnen alle Proteine, Proteinsequenzen und andere
Molekiile, die von biologischem Interesse sind, Verstanden
werden. Diese Molekiile lassen sich direkt oder tber
verschiedene Anbindungsmoleklile an die Nanocluster anheften.
Ein cyclisches RGD-Peptid mit Thiolanker lasst sich z.B. an
die Goldcluster nach dem Passivierungsschritt anbinden. Die
Goldclﬁster lassen sich so flUr die spezifische Anbindung von
Integrinen, einem zelluldren Adhésionsprotein, .
funktionalisieren. Ein anderes Beispiel ist die Anbindung von

molekularen Motoren wie Kinesin oder Myosin.

Gemass einer weiteren bevorzugten Ausfﬁhrungsférm kann das im
Schritt (b) aufgebrachte Substratmaterial vor oder nach der
Hartung mit heterobifunktionalen Molekilen fir die Anbindung
weiterer Moleklle funktionalisiert werden. Das
heterobifunktionale Molekiil ist so éufgebaut, dass es
mindestens zwei unterschiedliche funktionale Gruppén besitzt.
Mindestens eine dieser funktionalen Gruppen ist derart, dass
es an das hartbare Material des zweiten Substrats anbinden
kann, wahrend die chemische Funktionalit&t der anderen
funktionalen Gruppe (n) auch nach der Anbindung erhalten
bleibt. HierflUr eignen sich z.B. 2-Carboxyethylacrylat,
Propenthiol und 2-Aminoethylmethacrylat. So kann zum Beispiel
neben der Biofunktionalisierung der Nanostruktur eine
Biofunktionalisierung der Ubrigen Substratoberflache mit
beliebigen Molekiilen von biologischem Interesse Qorgenommen
werden. Von besonderem Interesse sind hierbei
Wachstumsfaktoren wie EGF, NGF und TGF sowie
Zelladhé&sionsproteine bzw. Peptide wie Fibronectin, RGD und

Catherine als auch extracellulare Signalmoleklile wie
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- Vasopressin, Interferon, Insulin. Durch eine solche

Funktionalisierung lassen sich Molekiule unterschiedlicher Art
in geordneter Weise nebeneinander fixieren, so dass sie
miteinander in geregelte Wechselwirkung treten.
Beispiélsweise lasst sich ein PEG Hydrbgel, in das bei der
Polymerisation Carboxylgruppen eingebunden werden, mit dem
Wachstumsfaktor EGF aktivieren, wéhrend zusatzlich die
Nanostrukturen wie oben beschrieben mit RGD fir Zellanbindung
funktionalisiert sind, was z.B. fir Serum-freie Zellkulturen
eingesetzt werden kann. Ein anderes Beispiel ist die
geometrische Anordnung von viralen Spike-Proteinen an den
Nanostrukturen mit einer Funktionalisierung des Hydrogels mit
zelluldren Wachstumsfaktoren.

N
Eine weitere vorteilhafte Ausfihrungsform stellt die
Verwendung von dreidimenéionalen ersten Substraten dar.
Dieses dreidimensionale erste Substrat ist gané oder
teilweise auf der Oberfléache nanostrukturiert. In Schritt (b)
wird dieses Substrat ganz oder teilweise in dem hartbaren
Material eingebettet und in Schritt (d) herausgeldst, so dass
eine auf der OberfliAche nanostrukturierte dreidimensionale
Struktur erhalten wird. Das dreidimensionale erste Substrat -

kann eine beliebige dreidimensionale Form aufweisen, z.B.

- faser-, kugel- oder linSehférmig. Zum Beispiel kann das

dreidimensionale erste Substrat eine Glasfaser mit einem
Durchmesser von 5um bis 300um sein, deren Oberflachen durch
das oben genannte Verfahren mit einer Nanostruktur aus
Goldclustern beschichtet ist. Vorstellbar sind auch Kolloide,
die mit Goldpunkten beschichtet werden. Die Goldpunkte werden
durch die Immobilisierung von Cysteamin und Acryloylchlorid
aktiviert und in PEG-DA eingegossen. Die Glassfasern kdénnen
in Schritt (d) mit Flusssaure herausgeldst oder mechanisch
abgeldst werden. Spezifische Aktivierung fur die Anbindung
bestimmter Zellen ermdglicht eine Verwendung als Nervenkanal

oder Stent.
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Das oben beschriebene Verfahren der vorliegenden Erfindung

-wird im folgenden unter Bezugnahme auf Figur 1 naher

erlautert, wobei in Figur 1 das Verfahren zur Herstellung
eines polymeren oberfldchenstrukturierten Substrats der
vorliegenden Erfindung gemdff einer bevorzugten

Ausfiihrungsform schematisch dargestellt ist.

Wie in Figur 1 gezeigt, werden zunachst in einem Schritt (a)
anorganische Nanocluster 2 auf eine Oberflache eines ersten
Substrats 1 nanostrukturiert aufgebracht. Anschliefend werden
Anbindungsmolekliile 6 auf dieser Nanostruktur immobilisiert.
In dem nachfolgenden Schritt (b) wird dann ein hartbares
Substratmaterial 3 flr ein zweites Substrat auf die
nanostrukturierte Oberfldche des ersten Substrats 1
aufgebracht. AnschlieRend wir im Schritt (c) das hértbare
Substratmaterial 3 flr ein zweites Substrat gehdrtet, wodurch
das zweite Substrat 4 erhalten wird. In dem Schritt (d) wird
das erste Sﬁbstrat 1 dann von dem zweiten Substrat 4 und den
Nanoclustern 2, einschlieffilich der Anbindungsmolekile 6,
abgetrennt, wodurch ein mit Nanoclustern nanostrukturiertes

zweltes Substrat 5 erhalten wird.

GemaR einer alternativen Ausfihrungsform wird die obige
Aufgabe der Erfindung auch geldst durch ein Verfahren zur
Herstellung eines polymeren oberflachenstrukturierten

Substrats, umfassend die Schritte:

(a') Aufnehmen eines Polymers in einem geeigneten
Losungsmittel unter Bildung eines geldsten Kern-Schale-
Polymersystems,

(b') Beladen von mindestens einem Teil der Kerne des Kern-
Schale-Polymersystem mit einer oder mehreren, gleichen
oder unterschiedlichen Metallverbindungen, die
Nanocluster bilden,

(c') Aufbringen des in Schritt (b') erhaltenen Kern-Schale-

Polymersystems als Film derart auf mindestens eine Seite
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eines Substrats, dass das Kern-Schale-Polymersystem in

einer regelmafigen.Struktur im Film angeordnet ist, und
(d') Teilweises Entfernen des in Schritt (c') auf dem

Substrat aufgebrachten Polymers des Kern-Schale-

Polymersystems, wodurch die Nanocluster nicht mehr

' volisténdig von dem Polymer umgeben sind, und

(e')‘Abtrennen des Substréts von dem in Schritt (a")

erhaltenen Film, wodurch ein mit Nanoclustern

nanostrukturierter polymerer Film erhalten wird.

Die Schritte (a') bis (c¢') entsprechen der Vergehensweise,
die Ublicherweise in dem mizellaren Blockcopolymer- | |
Nanolithographie-Verfahren éngéwendet werden. Details zur
Durchfithrung dieser Schritte finden sich in den |
Druckschriften DE 199 52 018, DE 197 47 813, DE.297 47 815
bzw. DE 197 47 816.

Unter dem Ausdruck "Kern-Schale-Polymersystem" éind
beispielsweise makromolekulare Amphiphile zu verstehen,
welche in wassriger oder organischer LOsung assoziieren und
wohldefinierte kugelfdrmige bzw. stabchenfdrmige Mizellen,
Lamellen, Vesikel oder komplexe Aggregate bilden kdnnen.
Erfindungsgemafy sind damit auch solche, allgemein als
Wirt/Gast-Systeme bezeichnete Systeme eingeschlossen, in
denen ein von dem eingesetzten Polymer (Wirtsverbindung)
erzeugter MolekiGlhohlraum bzw. Molekﬁlinnenraum; d. h.'derA
Polymerkern, mit einer Gastverbindung, d.h. der verwendeten

Metallverbindung, beladen bzw. komplexiert werden kann.

Das erfindungsgemdR eingesetzte Polymer, welches das Kern-
Schale-Polymersystem aufbaut, ist vorzugsweise aus
Blockcopolymeren, Pfropfcopolymeren, Mikroarmsternpolymeren,
Sternpolymeren mit unterschiedlichen Armen, dentritischen
Polymeren, Mikrogelteilchen, Sternblockpolymeren,
Blocksternpolymeren und Kern-Schale-Latexpolymeren

ausgewahlt.
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Mehr bevorzugt ist das Polymer Polystyrol-b-polyethylenoxid,
Polystyrol-poly(2-vinylpyridin), Polystyrol-poly (4-
vinylpyridin) oder ein Gemisch davon. Der Polystyrolblock
darin kann aber auch durch andere nicht-polare Polymere, wie
beispielsweise Polyisopren, Polybutadien,
Polymethylmethacrylat oder andere Polymethacrylate ersetzt
werden. Der zweite bzw. polare Block in einem solchen

Zweiblockcopolymer kann ein solcher sein, der eine méglichst

. starke Wechselwirkung mit der eingesetzten Metallverbindung

eingeht. Beispiele hieflir.sind Polyacrylsaure,

Polymethacrylsaure, aminosubstituierte Polystyrole,

- Polyacrylate bzw. Polymethacrylate, aminosubstituierte

Polydiene, Polyethylenimine, verseifte Polyoxazoline oder
hydriertés Polyacrylnitril. Der erste Block kann auch aus
einem polaren Polymer aufgebaut sein, jedoch mit der Mafdigabe,
dass dann die Metall&erbindung derart gewahlt ist, dass diese
hauptsachlich, d.h. selektiv, mit dem zweiten polaren Block

wechselwirkt.

Typischerweise werden die vorgenannten Polymersysteme in
einem selektiven Ldsungsmittel, wie z. B. Toluol, in einér
Menge von etwa 10° bis 100 mg/ml, vorzugsweise etwa 5 mg/ml,
geldst. Nach etwa 12 Stunden wird in Schritt (b') des
erfindungsgemaflen Verfahrens die Ldésung mit einer oder
mehreren Metallverbindungen versetzt und fir 24 Stunden stark
gerthrt, um mindestens einen Teil der durch das Kern-Schale-
Polymersystem gebildeten Polymerkerne mit der/den

Metallverbindung(en) zu beladen.

Die Metallverbindungen sind dieselben wie die flUr die oben
beschriebenen Metallcluster. Bevorzugt ist auch in dieser

alternativen Ausfihrungsform Au bzw. eine Au-Verbindung.

In Schritt (c¢') des erfindungsgemédffen Verfahrens wird das
Aufbringen des Films in Mono- oder Multischichten auf
mindestens eine Seite eines Substrats vorzugsweise durch

Tauch-, Gieﬁ—,'Spinschleuderverfahren oder durch Adsorption
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aus verdinnter Ldsung duréhgefﬁhrt. Mehr bevorzugt wird das
Aufbringen in Mono- oder Multischichten durch Tauchverfahren
in verdunnter Losung durchgefihrt. In einer bevorzugten
Ausfliihrungsform wird bzw. werden vor Schritt (c') die im
Polymerkern enthaltende (n) Metallverbindung(en) durch
chemische Behandlung und/oder durch energiereiche Strahlung,
beispielsweise UV-Licht, Réntgenstrahlung oder '
Elektfonenbeschuss, in Lésung oder im Film in das Metall oder

ein Metalloxid ﬁberfﬁhrt.

Als verwendbare Substratmaterialien fir das Substrat im Fall

.des mizellaren Blockcopolymer-Nanolithographie-Verfahrens

sind insbesondere(zu nennen: Edelmetalle, oxidische Glaser,
mono- oder multikfistalline Substrate, Halbleiter, Metalle
mit oder ohne passivierter Oberflache, Isolatoren oder
allgemein Substrate mit hoher Resistenz gegen nachfolgende
Atzprozeduren. Vorzugsweise_handelt es sich hierbei um Pt,
Au, GaAé, AlxGaAs, Si, Si02, Ge, SixNy, SixGaAs} InP, InPSi,
GaInAsP, Glas, Graphit, Diamant, Glimmer, SrTiO3 sowie deren

dotierte Modifikationen.

Die in Schritt (c') erhaltenen Filme, d.h. makroskopisch
deckende Filme, werden beispielsWeise durch definiertes
Ziehen eines Substrats aus der Ldésung mit Geschwindigkeiten
zwischen beispielsweiselo,001 mm/min und 2 m/min erzielt. Die
mit der Metallverbindung beladenen Polymerkerne werden dabei
unter Ausbildung einer regelmafiigen Struktur im Film im

wesentlichen intakt abgeschieden.

In Schritt (d') des erfindungsgemafen Verfahrens wird der
Film zusammen mit dem vom Film mindestens teilweise bedeckten
Substrat einem reaktiven Ionenatzverfahren, einem
Ionensputterverfahren oder einem nasschemischen Verfahren
oder einer Kombination davon unterworfen. Die auf der
Substratoberflache abgeschiedenen Strukturen dienen dabei als
Maske, die durch Atztechniken in das entsprechende Substrat

ubertragen werden, wobeili nur ein Teil des auf dem Substrat
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aufgebrachten Films rUckstandsfrei an der gewlnschten Stelle
bzw. dem gewlnschten Bereich entfernt wird, und worin die
durch das Kern-Schale-Polymersystem erzeugte, regelmafiige
Struktur aufgrund und in Abhéngigkeit von der Art der
Beladung der Polymerkerne sowie der Dauer des reaktiven
Ionen&tzverfahrens und/oder des Ionensputterverfahrens
und/oder des nasschemischen Verfahrens in eine Reliefstruktur
des Substrats Uberfihrt wird. Vorzugsweise wird ein
Ionen&tzen mit Argon, Ozon, Sauerstoff und deren Mischungen
durchgefiuhrt, mehr bevorzugt ist ein Argon—Ionen—Sphttern.
Der Ausdruck "teilweises Entfernen" bedeutet, dass die
Nanocluster nach dem teilweisen Entfernen des Polymers nicht -
mehr vollstandig von dem Polymer umgeben sind. Bevorzugt
bleiben 20 bis 80 % der Oberflache der anorganischen Cluster
mit dem Polymer umgeben. Bevorzugter ist ein Bereich von 30
bis 70 % der Oberflache der Cluster nach dem teilweisen
Entfernen des aufgebrachten Films mit Polymer bedeckt, noch

bevorzugter 40 bis 60 %, und am meisten bevorzugt -50 %.

Die Dicke des in Schritt (c') aufgebrachten Films ist

bevorzugt 1 nm bis einige c¢m, insbesondere 10 nm bis 100 cm,

"besonders bevorzugt 10 nm bis 1 cm, noch bevorzugter 100 nm

bis 1 mm.

Der Schritt (e') des Abtrennens des Substrats von dem in
Schritt (d') erhaltenen Films erfolgt auf die gleiéhe Weise
wie flUr Schritt (d) gemdfs Anspruch 1 beschrieben.

Die aus den oben beschriebenen Verfahren gemafs der
vorliegenden Anmeldung erhédltlichen polymeren Substrate mit
nanostrukturierten Oberfldchen kénnen insbesondere auf
Implantat- und Stentmaterialien aufgebracht und als
Kultursubstrate fUr Zellen, Bakterien und Viren, als
Nahrbéden fur Differenzierungsexperimente von Stammzellen und
N&dhrbdden fir Gewebe verwendet werden. Weiche polymere
Substrate spielen insbesondere flUr neuronales Wachstum eine

Rolle. AufRerdem kénnen sie auch fir elektronische Bauteile
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eingesetzt und zur Benetzung/Entnetzung und gegen
Verschmutzung von Gegenstdnden verwendet werden. Ein Beispiel
dafir ist die Anwendung in einer Serum-freien Zellkultur far
die Erzeugung von Hautersatz. Darlber hinaus sind durch das
erfindungsgeméfie Verfahren erhdltlichen Substrate mit
nanostrukturierten Oberflachen wichtig fﬁriunterschiedlichste
Anwendungen, bei denen Uber eine genaue Anordnung-von
biologisch aktiven Molekllen biologische Systeme imitiert,
manipuliert, untersucht und quantifiziert werden, z.B.
Imitation von Virus- oder Pdllen—Wechselwirkungen mit Zellen,
Manipulation der Zelldifferenzierung zu erwunschten -
Phenotypen und die Anbindung molekularer Motoren zur
Untersuchung und Quantifizierung ihrer Aktivitat. Auferdem
kénnen sie auch flUr elektronische und optische Bauteile,
wobei hier die Verwendung von halbleitenden Substraten von
besonderem Interesse ist, sowie als biologische oder

chemische Sensoren eingesetzt und zur Benetzung/Entnetzung

" und gegen Verschmutzung von GegenSténden verwendet werden.

Ein besonderer Vorteil der vorliegenden Erfindung ist
weiterhin, dass Uber die Geometrie und chemische und
physikalische Beschaffenheit der Oberflache, auf der eine
Zelle adharieren kann, die Bindungsrezeptoren und die
Proteine in der Zelle auf eine Weise angeordnet und
positioniert werden koénnen, dass die Funktion der Zelle, z.B.
Aktivitat von biochemischen Signalwegen, Genexpression und
die Synthese von bestimmten zelluldren Proteinen, darlber

gezielt gesteuert werden kdnnen.

Im Folgenden wird die vorliegende Erfindung durch Beispiele

naher erlautert.

Beispiel 1

Ubertragung von Goldstrukturen von einer Glasoberfliche auf

Polystyrol
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Ein Exsikkator mit dem Glassubstrat mit der zu ﬁbertragenden
Goldstruktur wird evakuiert und mit einem Schlenkkolben
verbunden, in welchem sich einige pl Propenthiol befinden.
Das so verdampfte Propenthiol wirkt flr 12 Stunden auf die

. Substratoberflache ein.

Nach Beluften und Splulen des Substrats im
Stickstoffgegenstrom wird eine Polystyrol/Toluol-Ldsung

(25 mg/ml) durch einen 0,2 um Spritzenfilter auf die
Substratoberfléiche aufgetropft (ca. 5ul/cm2).

Nach 6 Stunden Trockenzeit bei Raumtemperatur wird das
Polystyrol fur 1 Stunde bei 60 °C im Ofeﬁ ausgehartet.

Das Substrat wird mit der Polystyrol bedeckten Seite nach
oben in eine 12%ige Flusssaure-L&sung gelegt. Nach einigen
Sekunden schwimmt der Polystyrolfilm auf, wird mit MQ-Wasser

gespult und mit Stickstoff trockengeblasen.

Beigpiel 2

Ubertragung von Goldstrukturen von einer Glasoberflédche auf

Polyethylenglykol

Das Glassubstrat mit den 2zu ﬁbertragendeﬁ Goldstrukturen wird
fir 12 Stunden in eine 5%ige Ld&sung aus PEG-dithiol in DMF
gelegt. .

Nach Splilen in MQ-Wasser wird im Stickstoffgegenstrom eine
Lésung aus 300 mg PEG-Diacrylat (PEG-DA), 0,15 mg
Photoinitiator (Irgacure 2959) und 300ml Wasser aufgetragen
(ca. 5ul/cm2). - '
Unter Stickstoff wird fir 45 min mit einer UV Lampe (275nm)
bestrahlt.

Das Substrat wird mit der Glasseite nach oben in einer Weise
mit 12%iger Flussiureldsung betropft, dass keine Flusssaure
iber den Rand des Glases hinweg mit dem PEG-Hydrogel in
Kontakt kommt. Nach einigen Stunden 1&st sich das Glas von

dem Hydrogelfilm.
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Das Hydrogel wird mehrfach in MQ-Wasser gewaschen und im

Wasser aufbewahrt.

Beispiel 3
Ubertragung von Goldstrukturen in eine PEG Rdéhre’

Die mit Gold-Nanostrukturen strukturierte Glasfaser mit einem
Durchmesser von 50 - 150 um fir 3 Stunden in Propenthiol- .
Dampf hangen. Die Faser wird anschlieffend in einen Tropfen
PEG-DA mit Photoinitiator Irgacure 2959 gelegt. Nach 45
minttiger UV Bestrahlung unter Stickstoff wird die Glasfaser
mit einem Ende in einer Weise in eine 12%ige Flussaureldsung
gehalten, dass der verfestigte PEG Tropfen noch zu ca. zweil
Dritteln aus der Saure ragt. Sobald die Flusssaure, die
entlang der Glasfaser im Inneren des PEG Tropfens nach oben
steigt, das obere Ende des PEG Tropfens erreicht, ist die
Faser in ihrem Durchmesser so dezimiert, dass sie aus dem PEG
Tropfen herausgezogen werden kann und die Goldstrukturen im

Inneren der entstandenen Rd&hre zurlck lasst.
Beispiel 4

Herstellung einer biofunktionalisierten PEG Matrix mit Gold

Nanostrukturen

1 mg 2-Carboxyethylacrylat wird in 500 ml PEG-DA 700 geldst.
Die Ldsung wird gemadss Beispiel 2 zur Ubertragung von
Goldstrukturen eingesetzt. Nach der Polymerisation und dem
Ubertrag der Goldstrukturen auf das PEG lassen sich die
Carboxyl Gruppen in N-Hydroxy-succinimid-ester uberfihren.
Dies geschieht durch Uberfilhren der Substrate in eine 1%ige
Lésung aus N-Hydroxysuccinimide in einem HEPES Puffer (pH
7,3). Eine darauf folgende Anbindung von Tris-
(carboxymethyl) -amin (NTA) in getrocknetem DMSO und die
Komplexierung mit Nickel ermdglicht die Anbindung beliebiger



WO 2006/027274 PCT/EP2005/009787

24

Proteine Uiber Histidin. Nach der Anbindung von NTA und vor
der Nickel-Komplexierung kénnen die Goldstrukturen Uber eine
Thiolgruppe mit einem bioaktiven Molektl z.B. RGD

funktionalisiert werden.
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Patentanspriliche

Verfahren zur Herstellung eines
oberfl&chenstrukturierten Substrats, umfassend die
Schritte:

(1) Herstellen eines ersten Substrats, das auf
mindestens einer Oberflédche mit anorganischen

Nanoclustern nanostrukturiert ist,

(ii) Aufbringen eines Substratmaterials fir ein
zweites Substrat, das vom ersten Substratmaterial
verschieden ist, auf die im Schritt (i) erhaltene
nanostruktﬁrierte Oberflache des ersten

Substrats, und

(1ii) Abtrennen des ersten Substrats von dem zweiten
Substrat aus Schritt (ii), einschliefdlich der
anorganischen Nanocluster, wodurch ein mit
Nanoclustern nanostrukturiertes zweites Substrat

erhalten wird.

Verfahren gem&fs Anspruch 1, wobei die Aufbringung des
zweiten Substratmaterials in Schritt (ii) durch
thermische Verdampfung, Elektronenstrahlverdampfung,

Sputtern oder elektrochemisches Abscheiden erfolgt.

Verfahren gemadff Anspruch 2, wobei das zweite
Substratmatarial ein Leiter oder Halbleiter ist,
ausgewahlt aus Si, C, Zinkoxid, Cr, Indiumoxid, Cu, _
Hexadecafluorphthalocyanin (F16CuPc), Indiumarsenid und
Galliumarsenid, oder Aluminiumoxid, Calciumfluorid oder

Magnesiumfluorid ist.
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Verfahren zur Herstellung eines polymeren
oberflachenstrukturierten Substrats, umfassend die
Schritte:

(a) Herstellen eines ersten Substrats (1), das auf
mindestens einer Oberfladche mit anorganischen
Nanoclustern (2) nanostrukturiert ist,

(b) Aufbringen eines hartbaren Substratmaterials (3)
flir ein zweites Substrat, das vom ersten
Substratmaterial verschieden ist, auf die im
Schritt (a) erhaltene nanostrukturierte Oberflé&che
des ersten Substrats, wobei das hartbare
Substratmaterial ausgewdhlt ist aus einem
organischen vernetzbaren oder nichtvernetzbaren
Polymer, einem Harz, einem organischen
polymerisierbaren und/oder vernetzbaren Oligomer
und einem organischen polymerisierbaren
Polymerprecursor oder Mischungen davon,

(c) Harten des Substratmaterials fir das zweite
Substrat und

(d) Abtrennen des ersten Substrats von dem in Schritt
(c) erhaltenen zweiten Substrat (4), einschliefflich
der anorganischen Nanocluster, wodurch ein mit
Nanoclustern nanostrukturiertes zweites Substrat

(5) erhalten wird.

Verfahren gemdf? Anspruch 4, worin zwischen Schritt (a)

und Schritt (b) ein Schritt der Immobilisierung eines
Anbindungsmolekils (6) durchgefihrt wird.

Verfahren gemaf Anspruch 5, worin das Anbindungsmolekil
ausgewahlt ist aus Propenthiol,
Mercaptopolyethylenglykolacrylat,
Polyethylenglykoldithiol, Cysteamin mit Acryloylchlorid,
Alkylthioglykolat und Amino-l-alkylthiol, worin Alkyl

einen geraden oder verzweigten, gesattigten oder
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ungesattigten Kohlenwasserstoff mit 1 bis 24

Kohlenstoffatomen bezeichnet.

Verfahren gemif Anspruch 5, worin die Anbindungsmolekule

Rezeptoren einer Zelle sind.

Verfahren zur Herstellung eines polymeren

‘oberflachenstrukturierten Substrats, umfassend die

Schritte:

(a') Aufnehmen eines Polymers in einem geeigneten
Lésungsmittel unter Bildung eines geldsten Kern-
Schale-Polymersystems, 3

(b') Beladen von mindestens einem Teil der Kerne des
Kern-Schale-Polymersystem mit einer oder mehreren,
gleichen oder unterschiedlichen Metallverbindungen,
die Nanocluster bilden,

(c') Aufbringen des in Schritt (b) erhaltenen Kern-
Schale-Polymersystems als Film derart aut
mindestens eine Seite eines Substrats, dass das
Kern—Schale—Polymersystem in einer regelméafiigen
Struktur im Film angeordnet ist,

(d') teilweises Entfernen des in Schritt (c') auf dem
Substrat aufgebrachten Polymers des Kern-Schale-
Polymersystems, wodurch die Nanocluster nicht mehr
vollst&ndig von dem Polymer umgeben sind, und

(e') Abtrennen des Substrats von dem in Schritt (4d')
erhaltenen Film, wodurch ein mit Nanoclustern

nanostrukturierter polymerer Film erhalten wird.

Verfahren gemafd einem der Ansprliche 4 bis 8, worin das
erste Substrat aus Schritt (i) oder Schritt (a) eine

dreidimensionale Form besitzt.

Verfahren gemadfs einem der Anspriche 1 bis 9, wdrin die

anorganischen Cluster Au-Cluster sind.
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Verfahren gemi&fR einem der Anspriche 1 bis 10, worin die
anorganischen Nanocluster mit einem Abstand von 1 nm bis

300 pm strukturiert angeordnet sind.

Substrat mit strukturierter Oberflache, erhaltlich durch

ein Verfahren gemaR einem der Anspruche 1 bis 11.

Verwendung des Substrats gemafs Anspruch 12 zur

Aufbringung auf ein Stent- oder Implantatmaterial.

Verwendung des Substrats gemdf Anspruch 12 zur Adhasion

von Zellen, Viren und/oder Bakterien.

Verwendung des Substrats gemdff Anspruch 12 zur
strukturierten Anbindung biologisch aktiver Molekile zur
Imitierung, Manipulation, Untersuchung und.

Quantifizierung biologischer Systeme.

Verwendung des polymeren Substrats gemdfs Anspruch 12 far
die Herstellung elektronischer und optischer Bauteile

und chemischer Sensoren.
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