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Kapitel 1
Einleitung

Membranen spielen eine essentielle Rolle bei vielen wichtigen zelluldren Prozessen. Sie
ermoOglichen die Erzeugung von chemischen Gradienten zwischen dem Zellinnerem und
der Umgebung. Die Zellmembran iibernimmt wesentliche Aufgaben bei der intra- und
extrazelluldren Signalweiterleitung und der Adhésion an Oberflichen. Durch Prozesse wie
Endocytose und Exocytose werden Stoffe in oder aus der Zelle transportiert, eingehiillt in
Vesikel, welche aus der Zellmembran geformt werden. Zusétzlich bietet sie auch Schutz fiir

das Zellinnere.

Der Hauptbestandteil einer Zellmembran ist die Lipiddoppelschicht, eine zweidimensionale
fluide Matrix mit einer heterogenen Zusammensetzung aus unterschiedlichen Lipiden. In
dieser Matrix befinden sich weitere Bausteine, wie z.B. Proteine [1]. An der Innenseite der
Zelle ist die Membran iiber Ankerproteine an das Zytoskelett gekoppelt. Dieses Polymere-
netzwerk erhoht unter anderem die Stabilitdt, beeinfluit die Form der Zelle und iibernimmt
Funktionen bei der Zellbewegung |2, 3|. Zellmembranen sind keine homogenen Strukturen,
je nach Funktion sind unterschiedliche Lipide und Proteine in mikroskopischen Doménen

angereichert [4].

Ein typischer Ansatz in der Naturwissenschaft ist die Verwendung von Modellsystemen, um
grundlegende Zusammenhénge zu verstehen und komplexe Sachverhalte auf das wesentliche
zu reduzieren. Das einfachste Modellsystem fiir Zellmembranen ist eine Lipiddoppelschicht,
da diese den Hauptbestandteil der Zellmembran bildet. Um die mechanischen Eigenschaften
von Zellen oder Lipiddoppelschichten zu verstehen, werden z.B. Methoden wie Optische

Mikroskopie [5] oder Aspirationsexperimente mit Mirkopipetten|6, 7| angewendet.

Jedoch wird bei den meisten Methoden die hohe Heterogenitit und stark lokalisierte Funk-
tionalitéat einer Zellmembran nicht beriicksichtigt. Die Auflésung der optischen Mikroskopie
ist zu gering um mechanische Eigenschaften auf einer mikroskopischen Ebene zu bestimmen.

Auch Mikropipetten Aspirationsexperimente mitteln iiber grofse Bereiche einer Membran.
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Rasterkraftmikroskopie bietet andererseits eine entsprechend hohe raumliche Auflésung.
Fiir Rasterkraftmikroskopie wurden meist festkorperunterstiitzte Membranen oder sogenann-
te tethered membranes verwendet [8-10]. Die geringe Distanz zwischen Substrat und Mem-
bran macht hier die Bestimmung von mechanischen Eigenschaften nur schwer moglich. Mes-
sungen an ganzen Zellen mittels Rasterkraftmikroskopie, bestimmen nicht nur mechanische
Eigenschaften der Membran, sondern sind stark beeinflusst von dem viskoelastischen Inneren
der Zelle [11].

Die Entwicklung der poreniiberspannenden Membranen [12-14| ermdglicht die Untersuchung
von mechanischen Eigenschaften von Membranen im mikro- bis nanoskopischen Bereich mit
rasterkraftmikroskopischen Methoden. Hierbei bestimmen Porositdt und Porengrofse des
Substrates die rdumliche Auflésung, mit welcher die mechanischen Parameter untersucht
werden konnen. Hennesthal et al. [13, 14| und Steltenkamp et al. [15] studierten die elasti-
schen Eigenschaften von Lipiddoppelschichten an porésen Aluminaten mit einem Porenradius
zwischen 30nm und 90 nm. Goncalves et al. [16] beschéftigten sich mit der Elastizitdt von
Proteinmembranen auf porosen Siliziumsubstraten mit d&hnlichen Porendurchmessern. Xu et
al. und Yao et al. untersuchten in rasterkraftmikroskopischen Studien die Elastizitat von
freistehenden bakteriellen Membranen [12, 17].

Auch die mechanischen Eigenschaften nichtbiologischer Proben wurden anhand von po-
reniiberspannenden Membranen studiert. Lee et al. bestimmten die mikromechanischen
Eigenschaften von Graphenmonolagen auf dhnlichen Substraten [18]. Die Eigenschaften von
kiinstlichem Lehm wurden ebenfalls mittels porésen Substraten charakterisiert[19, 20|. Diese
Beispiele zeigen, dass poreniiberspannende Membranen mittlerweile ein héufig verwendetes

Modellsystem fiir die Bestimmung mechanischer Parameter geworden sind.

Diese Arbeit kniipft an die vorangegangenen Experimente von Hennesthal et al. [13, 14Jund
Steltenkamp et al. [15] an. Genutzt wurden neuartige pordse Siliziumsubstrate mit Porenra-
dien von 225 nm bis 600 nm und Porositaten bis zu 30%. Die bisherige Literatur beschéaftigt
sich wenig mit dem Einfluss des Substrates und den Grenzen des Modellsystems der poren-
iiberspannenden Lipiddoppelschichten zur Nachahmung natiirlicher Membranen.
Folgende Fragestellungen werden in dieser Arbeit adressiert:
e Wird der Einfluss der Substratoberfliche bei der Untersuchung der Membranmechanik
vernachlassigbar sein?
e Inwiefern zeigen die mechanischen Eigenschaften freistehender Membranen eine Ab-
hangigkeit von der Geometrie des pordsen Substrates?
e Welche mechanischen Parameter kénnen durch eine geeignete theoretische Modellie-
rung bestimmt werden?
e Konnen poreniiberspannende kiinstliche Membranen als Modell fiir biologische Mem-
branen genutzt werden? Wo liegen die Grenzen der Beschreibung von natiirlichen Sy-

stemen?



e Ist die Kartierung der mechanischen Eigenschaften von natiirlichen Membranen mittels
eines pordsen Substrates moglich?

e Ist ein Vergleich zwischen poreniiberspannenden natiirlichen und kiinstlichen Mem-
branen mdglich? Kann so ein Riickschluss auf die mechanischen Figenschaften der
Membran einer Zelle gezogen werden?

Um diese Fragen zu beantworten, sollen die mechanischen Eigenschaften unterschiedlicher
poreniiberspannender Membranen in Abhéngigkeit von der Geometrie, Oberfliche des Sub-
strates und Lipidzusammensetzung der Membran, untersucht werden.

Ein Teilziel dieser Arbeit ist es, eine Methode zur Kartierung der mechanischen Eigenschaften
von freitragenden natiirlichen Membranen zu entwickeln.

Es soll der Weg zu einer umfassenden theoretischen Modellierung der lokalen Indentations-
experimente aufgezeigt, und die bestimmenden energetischen Beitrdge in der Mechanik von
poreniiberspannenden Membranen aufgedeckt werden. Ziel der theoretischen Modellierung
ist eine Parametriesierung der mechanischen Eigenschaften von poreniiberspannenden Mem-

branen.
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Kapitel 2
Lipide und Membranen

Die kleinsten funktionellen Bausteine von Biomembranen sind Lipide, amphiphile Molekiile
mit hydrophilen und hydrophoben Bereichen. Sie bilden die zweidimensionale Matrix biologi-
scher Membranen [1], die Lipiddoppelschicht. In natiirlichen Systemen ist die Zusammenset-
zung der Membran sehr heterogen und in den letzten Jahren wurde nach den Aufgaben und
Funktionen von mikroskopischen Doménen innerhalb natiirlicher Membranen, sogenannter
Rafts, geforscht [4, 21, 22|. Géngige Modellsysteme um Zellmembranen nachzuahmen sind
Vesikel, festkorperunterstiitzte Membranen oder sogenannte Black Lipid Membranes. Hierbei
konnen Eigenschaften von Zellmembranen durch die physikalischen Eigenschaften der Lipide
des Modellsystems nachgeahmt werden.

In diesem Kapitel werden die in dieser Arbeit verwendeten Lipide vorgestellt, und die Bil-
dung von Lipid-Aggregaten, im speziellen von Lipiddoppelschichten, beschrieben. Es werden
typische Modellsysteme, welche natiirliche Membranen nachahmen vorgestellt und deren
Vor- und Nachteile aufgezeigt. Im Besonderen werden verschiedene Modelle freitragender

Membranen, welche im Rahmen dieser Arbeit Anwendung fanden, beschrieben.
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2.1 Lipide

Lipide sind amphiphile Molekiile, bestehend aus einem hydrophilen und einem hydrophoben
Teil (Abbildung 2.1). Diese Zwitterstruktur ist die Ursache fiir die Selbstorganisation zu
Aggregaten und vor allem zu der zweidimensionalen Matrix innerhalb von biologischen Sy-
stemen. Der hydrophobe Teil eines Lipids besteht aus einer oder mehreren aliphatischen, ge-
sdttigten oder ungesattigten Kohlenwasserstoffketten. Die vorwiegende Anzahl von natiirlich
vorkommenden Lipiden haben zwei aliphatische, ungesittigte Reste mit einer Kettenldnge
von jeweils 14-26 Kohlenstoffatomen. Diese aliphatischen Reste sind mit den C; und C, Ato-
men eines Glycerins verestert, im Falle von Phospholipiden ein Phosphorsdurerest mit dem
Cs. Glycerin und Kopfgruppe, in diesem Fall ein Phosphorsédurerest, bilden den hydrophilen
Teil des Lipids. Die Benennung eines Lipids setzt sich aus der Kopfgruppe, der/den Ketten
sowie der Verbindung zwischen Kopfgruppe und Ketten zusammen. Fiir das erste Lipid in
Abbildung 2.1 folgt fiir die Kopfgruppe, phosphocholin, der Verbindung zwischen Kopfgrup-
pe und den aliphatischen Resten unter Beriicksichtigung der Stereochemie, sn-3-glycero, und
den Ketten, in diesem Fall zwei, di, gesittigte C-16 Ketten, palmitoyl, und ergibt folglich
den Namen: 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin oder abgekiirzt DPPC. Eine Vielzahl
von Kombinationen ist hier moglich, und eine Auswahl von Lipiden, die in der vorliegen-
den Arbeit Anwendung fanden, ist in Abbildung 2.1 gezeigt. Es wurden ausschliellich Lipide
mit zwei aliphatischen Resten, bestehend aus phytanoyl, palmitoyl, und oleoyl Ketten, in ver-
schiedenen Kombinationen mit Glycerophosphocholin und Phosphothioethanol Kopfgruppen

eingesetzt. Durch die verschiedenen Kombinationen von Kopfgruppe und Ketten haben die

o 0
/\/\/\/\/\/\/\)ko o’g‘o P
/NN Y
(a) Schema eines Lipids, gelb: Kopfgruppe, (b) 1,2-di-palmitoyl-sn-3-glycero-
schwarz: aliphatische Ketten phosphocholin, DPPC,
Ty =41.5°C

CHj; CH3 CH,3 CHs o o
I o]
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O/Y\O/P\O\/\ - \/\/\/\/:\/\/\/\)k ]
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(c) 1,2-di-phytanoyl-sn-3-glycero- (d) 1,2-di-oleoyl-sn-3-glycero-phosphocholin,
phosphocholin, DPhPC, DOPC, T,, =-2°C
Tm =N/A
i 9
/\/\/\/\/\/\/\)L P—,
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(e) 1,2-di-hexadecanoyl-sn-3-glycero-
phosphothioethanol, DPPTE,
T =42°C

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung und Strukturformeln von verschiedenen
Glycerophospho-Lipiden. Die Kopfgruppe ist der hydrophile Teil (gelb) wihrend die Ketten
(schwarz) hydrophob sind.
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Lipide unterschiedliche Eigenschaften, wie z.B. die Phasenumwandlungstemperatur 7, (s.
Abb. 2.1).

Nicht jedes der in Abbildung 2.1 dargestellten, und in dieser Arbeit verwendeten, Lipide
ist ein natiirlich vorkommendes, DPPC und DPPTE werden synthetisch hergestellt. DOPC
ist Bestandteil von eukaryotischen Zellmembranen wahrend DPhPC in der Membran von
Archae-Bakterien vorkommt. Dem DPhPC wird eine besondere Rolle zugesprochen. Es ist
keine Hauptphasenumwandlungstemperatur fiir dieses Lipid bekannt. Dieser Effekt wird der

abweichenden Kettenstruktur mit den seitlichen Methylgruppen zugesprochen.

2.2 Der hydrophobe Effekt

Die treibende Kraft fiir die Bildung von Aggregaten in wéssrigen Losungen ist der sogenannte
hydrophobe Effekt. Zusétzliche Effekte wie Van der Waals Kréfte und Wasserstoftbriicken-
bindungen tragen nur zu einem kleinen Teil bei |23, 24]. Der Ursprung des hydrophoben
Effekts ist entropischer Natur. Er ist am einfachsten am Beispiel der Phasenseparation von
in Wasser gelosten Kohlenwasserstoffen zu verstehen.
Das Wasser in der Ndhe und im Kontakt mit den geldsten Alkanen erfahrt eine energetisch
ungiinstige Umgebung, da es Mdoglichkeiten verliert Wasserstoftbriickenbindungen auszubil-
den. Das Alkan reduziert die maximal mdglichen Wasserstoffbriickenbindungen und damit
die Organisation der Wassermolekiile.
Das chemische Potenzial eines Systems von gelosten Kohlenwasserstoffmolekiilen in Wasser
ist:

f = 11 + RT In(X,,) + RT In(f,). (2.1)

p2 ist das chemische Potenzial einer unendlichen Verdiinnung in Wasser, X, der Molen-
bruch des Kohlenwasserstoffs in Wasser und f,, die Aktivitat des Alkans im Wasser. In einer
einfachen Mischung ist die wéssrige Losung in direktem Kontakt mit dem reinen Alkan.
Das chemische Potenzial des Alkans in der wiissrigen Phase p2 ist dann gleich dem chemi-
schen Potenzial des reinen Alkans p%. Die Phasenseparation kann dann mit Gleichung 2.2
beschrieben werden

e — 1 = RT In(X,,) + RT In(f,). (2.2)

Experimentelle Daten zeigen, dass die Loslichkeit eines Alkans linear mit der Kettenldnge
abnimmt, je zwei Methylengruppen in dem Alkan dndern die Gleichgewichtskonstante um
einen Faktor von ca. 10 [23|. Experimentell wurden Energien von 3.9kJ/mol fiir Alkane und
6.4kJ/mol fiir w—Alkadiene gefunden. Nimmt man eine halbkugelférmige Kontaktfliche
zwischen Alkanen und Wasser an, kann aus diesen Daten eine Grenzflichenspannung ~
bestimmt werden, welche bei etwa v = 3.5 - 1072° Jnm~2 liegt und somit vergleichbar mit

2

der Spannung einer Wasser-Ol Grenzfliache, Yoyw =5+ 10720 Jnm™?, ist.
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Amphiphile tendieren in Losung dazu, Aggregate zu bilden, da eine Hydratisierung des
hydrophilen Bereichs einen Energiegewinn bringt. Gleichung 2.1 gibt das chemische Potential
eines Monomers im Gleichgewicht mit dem Aggregat wieder. Das chemische Potential eines
Lipids in einem Aggregat aus m Monomeren ist

RT X,

0
a m - a m + - ]'n
Hagg, Hagg, m (

). (2.3)

m

Nimmt man fiir die Aggregate m — oo an, erhdlt man nach [23|
Hoggm — Moy = RT In(X,,) + RT In(f,). (2.4)

welches identisch mit Gleichung 2.2 fiir wohl separierte Phasen ist. Die Aggregate von

Amphiphilen kénnen also thermodynamisch wie separierte Phasen behandelt werden.

Fiir amphiphile Molekiile ist eine Trennung in zwei klar separierte Phasen, wie im Falle
eines Ols, nicht giinstig, da die Hydratisierung des hydrophilen Teils einen Energiegewinn
bringt. Es bilden sich in solch einem Fall Aggregate, z.B. Mizellen oder Vesikel, welche die
hydrophobe Interaktion zwischen den Amphiphilen beibehalten, aber nach aufsen durch die
hydrophilen Bereiche vom wéssrigen Medium abschirmen. Die Aggregatbildung setzt erst ab
einer kritischen Konzentration, der sogenannten critical micelle concentration (CMC), ein.
In Abbildung 2.2 a) ist der Verlauf der Aggregatkonzentration als Funktion der Monomere

gezeigt. Die kritische Konzentration kann durch Gleichung 2.4 gefunden werden unter der

15 : : : : ' :

>§ m=00 A .25

T: (phase separation) double chain

g7 cMe E -20 -

@ < 1.07 @

B ~ ,;\ _15_

e e monomer o

3 3 051 Lo -10+ single chain [~

g é micelle oi -5

g £ N =

E B O-O T T 0.0 T T T T T T TrTrTTrTT
0.0 0.5 1.0 0.0 0 5 10 15

Total lipid, Xtot NcH (per chain)

(a) (b)

Abbildung 2.2: a) Darstellung der Mizellkonzentration als Funktion der Monomerkonzentration in
Losung. b) Verlauf der freien Energie der Mizellbildung fiir Phosphocholin-Lipide mit einer bzw. zwei
Ketten in Abhéngigkeit der Kettenldnge. Die eingezeichneten Geraden sind mit Gl. 2.5 angepasst
worden. Quelle: [23].

Annahme grofser Aggregate. Die Monomeraktivitdt wird als Eins angenommen und es folgt

— 8 = RTIn(CMC). (2.5)

0
:Uagg,m

Abbildung 2.2 b) zeigt, dass das chemische Potenzial der Aggregatbildung eine lineare Funkti-
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on der Kettenlange ist. Die gefundenen Energien fiir amphiphile Stoffe sind gleich denjenigen
fiir reine Kohlenwasserstoffe gleicher Kettenldnge [23]. Typische Mizellbildungskonzentratio-
nen liegen im Bereich von 10~° mol fiir Lipide mit einem aliphatischen Rest und 10719 fiir

solche mit zwei Kohlenwasserstoffketten [2].

2.3 Lipidaggregate und Modellsysteme

Die Form des entstehenden Aggregates héngt stark von der Geometrie des Molekiils und
damit von molekularen Packungseigenschaften ab.

Das Verhiltnis der Fliche der Kopfgruppe ap zu dem Volumen v, und der Lénge der hy-
drophoben Kette [, bestimmt die Form des entstehenden Aggregats. In Tabelle 2.1 sind die

Verhiltnisse der Faktoren den entstehenden Aggregaten zugeordnet. Die in dieser Arbeit

’ Struktur \ geometr. Bedingungen ‘
sphérische Mizelle e < 3
zylindrische Mizelle % < ZCVZO < %
Lipiddoppelschicht % < lc”—ao <1

Tabelle 2.1: Tabelle der geometrischen Faktoren. Flache der Kopfgruppe ag, Volumen v, der Ketten
und Lange der hydrophoben Kette [, welche die Geometrie des Aggregates beeinflussen und Beispiele
fiir Lipide, welche die angegebenen Strukturen bilden. |2]

verwendeten Lipide bilden Vesikel (s. Abschnitt 3.4), mit deren Hilfe planare Lipiddoppel-
schichten hergestellt werden kénnen. Innerhalb einer Lipiddoppelschicht stehen drei Kréfte
im Gleichgewicht. Die Abstofsung zwischen den Kopfgruppen aufgrund gleicher Ladungen,
eine sterische Abstofsung zwischen den aliphatischen Ketten und attraktive Wechselwirkung
zwischen den Lipiden an der hydrophilen/hydrophoben Grenzschicht innerhalb einer Lipid-
doppelschicht. Im Gleichgewicht entspricht die Summe der repulsiven Kréfte der attraktiven
Kraft, so dass eine Lipiddoppelschicht nach aufsen stets spannungsfrei ist. Experimentell
wurde die Spannung in einer Lipidmembran unter anderem von Evans et al. durch Mi-
kropipetten Aspirationsexperimente bestimmt. Die Werte der lateralen Spannung in einer

Lipiddoppelschicht liegen im Bereich von ungefihr o;,; = 1077 N/m [25-27].

2.3.1 Vesikel

Vesikel sind ein oft benutztes Modellsystem fiir natiirliche Membranen. Sie sind einfach her-
zustellen, bieten zwei Kompartimente die mit unterschiedlichen Medien gefiillt werden kon-
nen, und die Doppelschichten sind nicht notwendigerweise symmetrisch. Symmetrisch meint
in dieser Beziehung, dass die innere und duftere Lipidmonolage die gleiche Zusammensetzung

haben.
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Man unterscheidet zwischen unilamellaren und multilamellaren Vesikeln (s. Abbildung 2.3).
Unilamellare Vesikel bestehen aus genau einer Lipiddoppelschicht. Multilamellare Vesikel
hingegen haben mehrere Lipiddoppelschichten, welche durch einen diinnen Wasserfilm von-

einander separiert sind. Weiterhin werden Vesikel grob in drei Grofen klassifiziert, small fir
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(a) unilamellares Vesikel (b) multilamellares Vesikel

Abbildung 2.3: Gezeigt sind ein unilamellares Vesikel (a) welches genau eine Lipiddoppelschicht
enthélt, wiahrend ein multilamellares Vesikel (b) aus mehreren Doppelschichten aufgebaut ist, die
iibereinandergestapelt sind.

Vesikel bis zu 50 nm, large fiir Vesikel zwischen 50 nm bis zu wenigen Mikrometern und giant
fiir Vesikel mit einem Durchmesser von mehreren Mikrometern. Die Herstellung von grofsen
unilamellaren Vesikeln (LUVs, large unilamellar vesicles) und Riesenvesikeln (GUVs, giant
unilamellar vesicles) wird in Abschnitt 3.4.1 beschrieben.

Mittels Mikropipetten Aspirationsexperimenten an GUVs wurden mechanische Parameter,
wie das Biegemodul, das Flachenkompressionsmodul und die Zerreisspannungen fiir Li-
piddoppelschichten, in vielfaltigen Zusammensetzungen bestimmt [6, 27-31|. Mit solchen

Experimenten wird jedoch iiber einen grofen Bereich der Membran gemittelt.

Um lokale Methoden, wie Rasterkraftmikroskopie, zu benutzen, muss ein Vesikel gut immo-
bilisiert sein. Dies bedeutet, Vesikel werden durch adhésive Kréifte auf einer Oberflache lokal
fixiert, so dass sie bei Beriihrung mit der Rastersonde nicht mit bewegt werden. Durch hohe
Adhésionsenergien findet bei Vesikeln auch eine starke Deformationen statt [32], daher ist der
Einsatz fiir lokale Methoden wie Rasterkraftmikroskopie nur bedingt moglich. Ein weiterer
Ansatz fiir Experimente mit einer hohen rdumlichen Auflésung sind festkorperunterstiitzte

Membranen.
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2.3.2 Festkorperunterstiitzte Lipiddoppelschichten

Festkorperunterstiitzte Membranen (engl.: solid supported membranes, SSM) sind ein wei-
teres oft genutztes Modellsystem. Praparativ werden diese hiufig durch das ,Spreiten” von
Vesikeln erzeugt. Vesikel werden auf planaren Oberflaichen adhériert, aufgrund von hohen
Adhésionskriften kommt es zu sehr starken Kriimmungen an den Réndern eines Vesikels,
bis das Vesikel zerreifft und eine planare Lipiddoppelschicht bildet. Solche ein festkorper-
unterstiitzte Membran ist schematisch in Abbildung 2.4 gezeigt. Als Substrate finden hier-

Si/SiO,

Abbildung 2.4: Schema einer festkorperunterstiitzten Lipiddoppelschicht. Zwischen dem Substrat
und der Lipiddoppelschicht befindet sich ein diinner Wasserfilm von etwa 1 nm Dicke.

bei in der Regel moglichst planare, hydrophile Oberflichen mit einer geringen Rauigkeit
Anwendung, wie z.B. Si/SiO, Wafer oder MICA. Das Modell der festkérperunterstiitzten
Membranen bietet, neben einer hohen Langzeitstabilitat, fiir eine Vielzahl von Methoden,
wie z.B. Oberflaichensonden- und optische Mikroskopie, ATR-IR Spektroskopie, Quarzmikro-
waagetechnik und Impedanzspektroskopie ideale Voraussetzungen|33, 34]. Membran-Protein
Wechselwirkungen [35-37] aber auch sehr komplexe Membran-Membran Wechselwirkungen,
wie sie z.B. bei Membranfusion [38] vorhanden sind, wurden an festkrperunterstiitzten Mem-
branen untersucht. Nachteilig an diesem System ist der direkte Kontakt zwischen Membran
und Substrat. Wesentliche Figenschaften wie z.B. die Diffusion der Lipide innerhalb der
Lipiddoppelschicht [39-41]| oder das Phasenverhalten sind durch den Substrateinfluss stark
beeintrichtigt [37]. Studien iiber transmembrane Proteine sind an festkérperunterstiitzten
Membranen aufgrund der geringen Distanz zwischen Membran und Substrat nicht mdoglich.
Der Einbau von transmembranen Proteinen ist durch die Nadhe zu dem Substrat sterisch
gehindert.

Sogenannte hybride Lipidmembranen (auch tethered Membranes genannt) kombinieren die
Moglichkeiten trans-Membrane Proteine in eine Membran einzubringen mit den Vorteilen

der festkorperunterstiitzten Membranen.

2.3.3 Hybride Lipiddoppelschichten - tethered bilayers

Hybride Lipiddoppelschichten sind nicht in dem Sinne Lipiddoppelschichten, sondern
vielmehr Monoschichten, die auf eine hydrophobe selbstorganisierte Schicht (engl. Self
Assembled Monolayer, SAM) von sogenannten Spacern aufgebracht sind, wie es in Ab-
bildung 2.5 verdeutlicht wird.

Auf dem so modifizierten Substrat wird eine Lipiddoppelschicht prépariert, welche keine
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Abbildung 2.5: Eine Lipiddoppelschicht die mittels eines Spacermolekiil mit deutlichem Abstand
zu dem Substrat hergestellt wird. In unserem Fall kommt Cholesterolpolyethylenoxid (CPEO3) zum
Einsatz, welches mittels Thiol/Gold Chemie kovalent auf dem Substrat gebunden wird.

vollstandige untere Lipidschicht besitzt. Vielmehr besteht die untere Schicht aus ,Lipid-
Inseln” den Spacerlipiden, die untere Lipidschicht ist folglich nur rudimentér vorhanden. Die
entstehende Lipiddoppelschicht ist aufgrund der langen Polyethylenoxidketten deutlich von
dem Substrat abgehoben [9, 10]. Auf diese Weise wird der Einbau von transmembranen
Proteinen in eine Lipidmembran ermoglicht. Allerdings bietet auch dieses System keine gute
Zugénglichkeit fiir mechanische Untersuchungen, da der Substrateinfluss immer noch zu
grofs ist. Der Abstand zwischen Substrat und Membran betrdgt nur ein paar Nanometer
und die Membran ist durch die Spacer an das Substrat gekoppelt. Freitragende Membranen

vermeiden ein Substrat génzlich.

2.3.4 Black Lipid Membranes

Das erste System der freitragenden Membranen waren die sogenannten schwarzen Lipidmem-
branen (engl. Black Lipid Membrane, BLM) [42, 43]. Der Name entstammt der Prépara-
tionsmethode. Mittels eines feinen Haarpinsels wird in organischen Losungsmitteln gelostes
Lipid iiber eine Offnung gestrichen, welche zwei fliissigkeitsgefiillte Kompartimente vonein-
ander trennt.

Durch Reorganisation der Lipide an der Grenzfliche zwischen organischem Losungsmittel
und wiassrigem Medium und durch Ausdiinnen des organischen Losungsmittels wird eine
freistehende Lipiddoppelschicht gebildet.

Uber der Offnung findet ein Ausdiinnungsprozess statt und das Losungsmittel zieht sich
an den Rand der Apertur zuriick. Dabei wird eine freitragende Lipiddoppelschicht gebildet,
wie es in Abbildung 2.6 angedeutet ist. Zu Beginn des Ausdiinnprozesses erscheint die Li-
pidschicht bei Beleuchtung mit Weiflicht aufgrund von Reflexion und Interferenzeffekten in
allen Farben. Nach dem Ausdiinnen tritt bei Beleuchtung destruktive Interferenz an der nur
4-6 nm dicken Lipiddoppelschicht auf, und die Membran erscheint schwarz. Schwarze Mem-
branen waren das erste Modell an welchem Transportphidnomene und -mechanismen durch
eine Lipiddoppelschicht untersucht werden konnten [42, 44-46]. Die Kompartimentierung, so-
wie der sterisch ungehinderte Einbau von Transmembranproteinen, sind die groken Vorteile

dieses Systems. Nachteilig wirkt sich hingegen das verwendete organische Losungsmittel aus.
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Abbildung 2.6: Schematische Darstellung einer Black Lipid Membrane die, iiber eine Apertur
gespannt, zwei Kompartimente voneinander trennt.

Dieses zieht sich zwar hauptséchlich in die Randbereiche der Membran zuriick, jedoch kann
ein Einfluss auf die Eigenschaften der freitragenden Membran nicht ausgeschlossen werden.
So zeigten Untersuchungen von Hladky et al. [47], dass die laterale Spannung von BLMs von

dem verwendeten Losungsmittel beeinflusst wird.

2.4 Poreniiberspannende Lipiddoppelschichten

Das Modell der poreniiberspannenden Lipiddoppelschichten wurde erstmals von Hennesthal
et al. in einer rasterkraftmikroskopischen Studie vorgestellt [13]. Fiir die Studien in die-
ser Arbeit kombiniert dieses Modell eine hohe Langzeitstabilitit mit der Moglichkeit ober-
flachensensitive Methoden zur Untersuchung von lokalen mechanischen Eigenschaften von
freitragenden Membran auf einer submikroskopischen Ebene durchzufithren. Im Allgemei-
nen nennt man freistehende Membranen auf porésen Substraten nano-BLMs, aufgrund der
Ahnlichkeit zu ,normalen” BLMs wobei das Prifix nano (oder auch mikro) die Porengrofe
bezeichnet. Typischerweise sind mit nano-BLMs freitragende Membranen auf Substraten mit
einer regelméafigen Anordnung von Poren gemeint.

Die freistehende Membran wird hierbei iiber ein pordses Substrat gespannt, wobei der
Porendurchmesser wesentlich geringer ist, als im Falle von BLMs. Aufserdem werden zumeist
Substrate mit einer regelméfigen pordsen Struktur genutzt. Bisherige Untersuchungen
wurden an Poren mit Radien zwischen 30 nm und 15 um [15, 48] durchgefiihrt, wobei ver-
schiedenste Materialien, wie z.B. gedtzte Aluminium Substrate, Teflon oder auch Silizium
Substrate genutzt wurden. Ebenso ist die Geometrie der Aperturen nicht festgelegt, so

sind zylindrische Offnungen, geschlossen [15] oder offen [48-50], aber auch quadratische
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Offnungen moglich [51]. Eine Vielfalt von Untersuchungen wurde und wird an dem System
der poreniiberspannenden Membranen durchgefiihrt, sowohl mechanische[16, 52-55] als auch
elektrochemische [50, 56, 57|. Hierbei wurden nicht nur biologische Membranen, sondern

z.B. auch Membranen aus Graphit [18] und kiinstlichem Lehm [19] untersucht.

2.4.1 Hybride poreniiberspannende Lipiddoppelschichten

Der Aufbau einer freistehenden, hybriden, poreniiberspannenden Lipiddoppelschicht wird
in Abbildung 2.7 dargestellt [53, 58]. Die Substratoberfliche wird durch Aufdampfen
einer ultradiinnen Schicht Chrom (ca. 2nm) als Haftvermittler und einer diinnen Schicht
Gold (ca. 60 nm) modifiziert. Anschliefend werden Oberflachenfunktionalisierungen mittels

eines Thiolrestes auf der Goldoberflache chemisorbiert. Nur innerhalb der Pore ist eine

Abbildung 2.7: Schema einer hybriden, poreniiberspannenden Membran. Die Funktionalisierung
reicht in die Pore entlang der Goldschicht hinein. Die freitragende Lipiddoppelschicht wird erst un-
terhalb des Porenrandes am Ubergang der Goldschicht zu der Chrom /Siliziumdioxidgrenze gebildet.

symmetrische Lipiddoppelschicht vorhanden, auf den Réndern ist die untere Schicht durch
die hydrophobe Funktionalisierung modifiziert. Fluorescence Recovery After Photobleaching
(FRAP) Experimente zeigen, dass die obere Lipidmonoschicht mobil und frei auf der Funk-
tionalisierung, sowie in eine Pore hinein und heraus diffundieren kann [39, 51|. Die untere
Lipidmonoschicht der iiberspannenden Membran hingegen hat kein Reservoir an Lipiden
auf dem Rand und kann daher nur innerhalb der Pore diffundieren. Dies wurde durch Blei-
chexperimente und das Loschen der Fluoreszenz der unteren Lipidmonoschicht durch CoCls
gezeigt. Die gefundenen Diffusionskoeffizienten von ungeféhr 9.5 ym? /s 4 2 ym? /s sind etwas

hoher verglichen mit festkorperunterstiitzen Membranen (0.4 ym? /s bis 4 um?/s)[40, 41, 59].

2.4.2 Unterstiitzte poreniiberspannende Lipiddoppelschichten

Unterstiitzte, poreniiberspannende Membranen zeichnen sich im Gegensatz zu hybriden,
poreniiberspannenden Membranen durch eine symmetrische Lipiddoppelschicht sowohl
innerhalb einer Pore, als auch am Porenrand aus. Die Lipide haben somit die Moglichkeit,
uneingeschrinkt auf dem Substrat zu diffundieren. Abbildung 2.8 zeigt das Schema einer
solchen freitragenden Membran, prapariert auf einem porosen Substrat aus Silizium mit ei-

ner diinnen, hydrophilen Schicht aus Siliziumdioxid (ca. 2nm). Mittels FRAP Experimenten
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Abbildung 2.8: Eine festkdrperunterstiitzte, poreniiberspannende Membran. Eine ununterbroche-
ne Lipiddoppelschicht {iberspannt sowohl den Porenrand, als auch die Poren. Die Lipide konnen
sich frei {iber das gesamte Substrat bewegen.

konnte gezeigt werden, dass die Lipide auf dem Substrat diffundieren [39]. Diffusionsko-
effizienten von ungefihr 5 pum?/s 4+ 1 ym?/s wurden fiir unterstiitzte, poreniiberspannende
Membranen bestimmt, diese sind vergleichbar mit denen von festkorperunterstiitzten
Membranen [40, 41, 59].

2.5 Phasenverhalten von Lipiddoppelschichten

Lipiddoppelschichten weisen einen ,thermotrophen Polymorphismus® auf, d.h. in Abhé&n-
gigkeit der Temperatur veréndert sich die Struktur. Die genauen Temperaturen sind von
der jeweiligen Lipidzusammensetzung abhéngig, und konnen stark voneinander abweichen.

Vier typische Phasen fiir Lipiddoppelschichten sind in Abbildung 2.9 gezeigt. In niedrigen

(a) Lc (b) Lg
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Abbildung 2.9: Schematische Darstellung vier verschiedener Phasen eine Lipiddoppelschicht: L,
die lamellar-kristalline Phase, Lg’, die lamellare Gel Phase, Pg’ die rippled-gel Phase und L, die
fliissig-kristalline Phase.

Temperaturbereichen liegt eine Lipiddoppelschicht in der ,lamellar-kristallinen” Phase, L
vor. Die Ketten befinden sich in der all-trans Konformation, sind hoch geordnet und in der
Ebene der Lipiddoppelschicht sehr dicht gepackt. Die Orientierung der Ketten ist genau ent-
lang der Normalen der Lipiddoppelschicht. Wird die Temperatur erhoht, gehen die Lipide

in die Lg’ Phase iiber. Hier neigen sich die Ketten gegen die Normale der Membran. Die
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Ordnung innerhalb der Doppelschicht, sowie die Dichte der Packung nehmen ab, und der
Hydratisierungsgrad der Lipide steigt. Bei weiterer Erhohung der Temperatur geht die Li-
piddoppelschicht in die Pz’ Phase tiber. In dieser Phase gibt es alternierende Bereiche mit
hoher und niedriger Ordnung, Packungsdichte und Hydratisierung. Die P3’ Phase wird als
Vorphaseniibergang bezeichnet und tritt nur bei Lipiden mit einer groffen Kopfgruppe wie
beispielsweise Phosphocholin auf. Ubersteigt die Liange der aliphatischen Ketten 24 Kohlen-
stoffatome, so wird der Vorphaseniibergang nicht mehr beobachtet, und es findet ein direkter
Ubergang in die fliissig-kristalline Phase L, statt. Der Ubergang in die L, Phase wird als
Hauptphaseniibergang bezeichnet. Der Prozess verlauft endotherm und fiihrt zu einer struk-
turellen Verdnderung der Lipide, die Ketten liegen nicht mehr in all-trans Konformation vor,
sondern es entstehen gauche-Konfomere. Der Platzbedarf der Ketten ist deutlich erhoht, die
Packungsdichte der Lipiddoppelschicht daher deutlich geringer und die Ordnung stark redu-
ziert. Die Hydratisierung hat in dieser Phase nochmals zugenommen. Die beiden wichtigsten
Phasen sind die lamellare Gel Phase L’ und die fliissig-kristalline Phase L,, welche auch

trivialer als Gel- und fluide Phase bezeichnet werden [23].

2.6 Sterole

Sterole sind eine Entwicklung der jiingeren Evolutionsgeschichte, so nimmt man zumindest
an, da prokaryotische Zellen keine Spuren von Sterolen zeigen [60]. Das fiir tierische Zellen
wichtigste Sterol ist das Cholesterol (Abbildung 2.10). Sterole sind wie Lipide amphiphil

Abbildung 2.10: Die chemische Struktur von Cholesterol. Die Hydroxylgruppe ist der polare
Teil, wahrend das Gonangeriist den unpolaren Teil darstellt. Cholesterol hat einen amphiphilen
Charakter.

aufgebaut, allerdings liegt einem Sterol als Grundgeriist ein polyzyklischer Kohlenwasserstoft,
das Gonan, zu Grunde. Allein bilden sie keine Doppelschichten, fiigen sich jedoch, aufgrund
ihrer amphiphilen Struktur, gut in bestehende Lipiddoppelschichten ein. Sie wechselwirken
dabei sowohl mit dem hydrophilen als auch mit dem hydrophoben Teil. Untersuchungen
zeigen den Einfluss des Cholesterols auf das Phasenverhalten von Lipiddoppelschichten und
deren Eigenschaften [28, 61, 62] . Cholesterol lagert sich im Wesentlichen zwischen den
hydrophoben Lipidketten an und fiihrt hier zu einer sterischen Hinderung der Lipidketten.
Dabei ist bekannt, dass Cholesterol eine sogenannte fliissig-geordnete Phase bildet [63]. Die



2.7. ZELLMEMBRANEN 17

fliissig-geordnete Phase zeigt eine geringe laterale Fernordnung und eine hohe Diffusivitat,
zur gleichen Zeit aber auch einen hohen Grad an Ordnung in den Lipidketten. Diese Phase
ist nur in Zusammenhang mit Sterolen bekannt. Sie hat mechanische Eigenschaften einer
Gel Phasen Membran beziiglich der Dicke, zeigt aber laterale Diffusionskoeffizienten die

vergleichbar mit einer fluiden Membran sind [63, 64].

2.7 Zellmembranen

Modellsysteme, wie die poreniiberspannenden Membranen, ahmen Zellmembranen in defi-
nierter Umgebung und Zusammensetzung nach. Zellen sind hoch komplexe Systeme und es
ist oft nicht mdglich Untersuchungen an einzelnen Komponenten durchzufiihren.

Lipiddoppelschichten sind ein Hauptbestandteil der Zellmembranen und bilden eine zweidi-
mensionale Matrix, in die weitere Bausteine, wie Proteine oder Sterole eingesetzt werden.
Zellmembranen erfiillen eine Vielzahl von Funktionen, wie den Austausch von Stoffen
zwischen Zellduferem und Zellinnerem, Weiterleitung von Signalen und nicht zuletzt den
Schutz des Zellinneren. Die mechanischen Eigenschaften von Zellmembranen miissen daher
sehr vielfaltig sein. Flexibilitat ist z.B. fiir Zellteilung und Endozytose unerlésslich, wihrend
die Schutzfunktion eine hohe Stabilitat erfordert. Zellmembranen sind sehr heterogene
Systeme. Schon allein die Zusammensetzung der Lipide einer Zellmembran kann von Zelltyp
zu Zelltyp um bis zu 60% variieren [65]. Abbildung 2.11 verdeutlicht schematisch eine
Zellmembran. Dargestellt sind die zweidimensionale Matrix der Lipiddoppelschicht und

einige zusédtzliche Elemente innerhalb der Zellmembran, wie Proteine und Sterole. 1972
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Abbildung 2.11: Schematische Darstellung einer Zellmembran entsprechend dem fluid Mosaic
Modell von Singer und Nicolson. Innerhalb einer fluiden zweidimensionalen Matrix befinden sich
Proteine und weitere Bestandteile. Die fluide Matrix ermdglicht dabei eine hohe Beweglichkeit der
einzelnen Komponenten. Quelle: [66]

postulierten Singer und Nicolson ein sogenanntes fluid mosaic Modell fiir die Zellmembran
[1]. Die Lipiddoppelschicht bildet innerhalb dieses Modells eine Matrix, die es Proteinen und

sonstigen weiteren Bausteinen der Zellmembran ermdoglicht, sich innerhalb der Membran
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frei zu bewegen. Das Modell verdeutlicht sehr gut die Mobilitdt einzelner Komponenten
innerhalb der Zellmembran. Heutzutage weifs man, dass selbst die Lipide innerhalb der

Zellmembran keine homogene Mischung bilden, sondern Doménen formen.

Diese heterogene Struktur aus Doménen unterschiedlicher Lipide ist eine Hypothese der
sogenannten Raft-Theorie [4, 22|. An Modellsystemen wie Vesikeln wurden Mischungen
aus Sphingolipiden und Glycerophospholipiden bei der Doménenbildung untersucht. Die
eindeutige Zuordnung von Funktionen fiir solche Rafts ist bis heute noch nicht gelungen.
Jedoch gibt es durch Anhdufung von bestimmten Rezeptoren in diesen Mikrodoménen [67]
zahlreiche Hinweise. Es wird daher schon die Nutzung solcher Rafts in der Krebstherapie

untersucht.

Im weiteren Sinne besteht die Zellmembran aus mehr als der Lipiddoppelschicht und den
eingebauten Bestandteilen. An der Zellinnenseite ist ein Zytoskelett aus Aktinfilamenten,
Mikrotubuli und Intermedidrfilamenten an Proteinen in der Zellmembran verankert [2].
Dieses Skelett erhoht die Stabilitdt der Membran wesentlich [2, 7]. Die in dieser Arbeit
verwendeten MDCK II Zellen (Madin Darby Canine Kidney), bilden zusétzlich zwischen
Substrat und Zellmembran eine sogenannte extrazellulire Matrix. Auf dieser Matrix
adhiriert die Zelle. Uber sogenannte Integrine wird eine Verbindung zwischen Zellmembran
und extrazellularer Matrix, einem Netzwerk aus Biopolymeren, hergestellt. Hauptsachlich
sind an der Bildung der extrazellularen Matrix Kollagen, Fibronectin, Polysaccharide und

Laminin beteiligt.

Im Rahmen der in dieser Arbeit durchgefiihrten Studien wird versucht, durch Analyse der
mechanischen Eigenschaften von poreniiberspannenden kiinstlichen und natiirlichen Mem-
branen, die mechanischen Eigenschaften beider Systeme zu bestimmen und zu vergleichen. Es
wird eine Methode vorgestellt, die es ermoglicht den Einfluss der Kopplung zwischen Mem-
bran und Zytoskelett auf die mechanischen Eigenschaften der Zellmembran zu beschreiben.
Hierzu werden die Modellsysteme fiir kiinstliche Membranen, hybride und unterstiitzte, po-
reniiberspannende Lipiddoppelschichten, genau charakterisiert. Anschliefsend werden Expe-
rimente an poreniiberspannenden Zellmembranfragmenten gezeigt und im Kontext mit den
Erkenntnissen der artifiziellen Membranen diskutiert. So wird beurteilt in welchen Grenzen
nano-BLMs zur Beschreibung der mechanischen Eigenschaften von Zellmembranen geeignet

sind.



Kapitel 3

Material und Methoden

3.1 Rasterkraftmikroskop

Die Entwicklung von Oberflichenrastermethoden begann mit dem Rastertunnelmikroskop,
welches 1979 von Binning und Rohrer patentiert, und 1986 mit dem Nobelpreis honoriert
wurde. Wahrend der Entwicklung der Rastertunnelmikroskopie entdeckten Binning und Roh-
rer Krafte, die auf sehr kurzen Distanzen wirkten. Auf der Suche nach der Nutzbarkeit die-
ser Krifte wurde im Jahre 1986 erstmals das Rasterkraftmikroskop (engl. Atomic Force
Microscope, AFM) von Binning und Quate vorgestellt [68]. Mit dieser Methode blieb die
Rastersondenmikroskopie nicht auf leitfahige Proben beschrinkt. Das Rasterkraftmikroskop
wird bei der Analyse von Kristallgittern und Kristallstrukturen im Ultrahochvakuum, bis hin
zu biologischen Systemen, wie z.B. Zellen oder Zellmembranen in in vivo Konditionen [69-75]
eingesetzt. Es ist dabei in der Lage, Auflésungen von unter einem Angstrom zu erreichen,
wobei sich ebenfalls Ausschnitte von mehreren Mikrometern abbilden lassen.

Ferner ermoglicht der Einsatz von kraftspektroskopischen Methoden mechanische Untersu-
chungen auf nanoskopischen Skalen durchzufiihren. Auf diese Weise wurden Rezeptor-Ligand
Wechselwirkungen |76] und Entfaltungsereignisse von Proteinen [34, 77| untersucht. Es wur-
den auch mechanische Untersuchungen an Zellen und Zellmembranen durch Kraftspektro-
skopie durchgefiihrt [11, 12]|. Rasterkraftmikroskopie wurde im Lauf der Jahre durch eine
Vielzahl von Methoden ergédnzt. Es wurden spektroskopische Verfahren zur mechanischen
Charakterisierung von Oberflachen entwickelt [78], Methoden zum Erfassen von elektrischen
[79-81] und/oder magnetischen [82-85] Eigenschaften mittels des Rasterkraftmikroskops.
In dieser Arbeit wird Rasterkraftmikroskopie eingesetzt, um Oberflichentopographien zu
erfassen, und elastische Eigenschaften von freistehenden Membranen zu bestimmen. Hierzu

werden abbildende, charakterisierende und eine Kombination beider Verfahren angewendet.

19
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3.1.1 Aufbau

Durch eine Rastersonde, dem Cantilever, wird die Topographie einer Oberfliche zeilen-

weise erfasst. Der Cantilever setzt sich zusammen aus der Spitze, welche typischerweise

Laser

z-Piezo

A1 A2

Photodiode

B1 B2

Ny

Abbildung 3.1: Schematischer Aufbau eines Rasterkraftmikroskops. Die Probe wird von x,y-Piezos
relativ zu dem Cantilever bewegt. Der Cantilever kann in der z-Achsee ebenfalls durch einen Piezo
bewegt werden. Die auslenkung des Cantilevers wird mittels eines Licht-Zeiger-Systems detektiert.
Ein Laserstrahl wird auf den Cantilever fokusiert, von diesem reflektiert und auf einer vier Qua-
dranten Photodiode ausgelesen.

einen Radius zwischen 1nm und 100nm hat, und einer Blattfeder, an welcher die Son-
denspitze befestigt ist. Die Positionierung der Sonde relativ zu der Probe wird mittels
Piezokeramiken in x,y und z-Richtung realisiert. In dem (in dieser Arbeit verwendeten)
Rasterkraftmikroskop MFP-3D der Firma Asylum Research wird die Messsonde durch
einen Piezo in z-Richtung und die Probe durch x,y-Piezos relativ zur Messsonde bewegt,
(s. Abbildung 3.1). Durch Verdnderungen der Position des Cantilevers auf der Probe
erfahrt dieser je nach Oberflichenbeschaffenheit unterschiedliche Auslenkungen, welche mit
Hilfe eines Licht-Zeiger-Detektionssystems erfasst werden [86, 87|, wie es in Abbildung
3.1 gezeigt ist. Ein Laser strahlt auf den Federbalken, wird reflektiert und mittels einer
Vier-Quadranten-Photodiode detektiert. Die Photodiode ist in der Lage torsionale und
vertikale Auslenkungen des Cantilevers zu bestimmen. Die vertikale Auslenkung gibt die
topographischen Eigenschaften der Oberfliche wieder, wahrend torsionale Verbiegungen als
Reibungskontrast bezeichnet werden. Mehr Informationen zu den Messmodi des Raster-

kraftmikroskops werden in Abschnitt 3.1.6 préasentiert.

Das Licht-Zeiger-Detektionssystem detektiert die Tangentialsteigung des Cantilevers an
dem Punkt der Reflexion. Die Blattfeder gehorcht dem Hookschen Gesetz und somit ist die
Tangentialsteigung proportional der Kraft, welche auf den Federbalken wirkt. Der Laser-
punkt bestrahlt einen Bereich der Photodiode, wie in Abbildung 3.1 gezeigt ist. Es wird auf

der Photodiode der Schwerpunkt des Laserpunktes bestimmt, indem die Intensitétsdifferenz



3.1. RASTERKRAFTMIKROSKOP 21

der beiden Photodiodenhélften I(A), I(B) mit der gemessenen Gesamtintensitéit verglichen

wird ﬁﬁiiﬁzgjggiigzg [88]. Die Auslenkung des Cantilevers wird iiber einen endlich grofen

Bereich, der den Laser reflektiert, gemittelt. Aus Untersuchungen ist hervorgegangen, dass
die Detektionsgenauigkeit stark an die Grofe des laserbestrahlten Bereichs des Federbalkens
gebunden ist. Es ist nicht, wie man naiv annehmen wiirde, giinstig einen sehr kleinen
Bereich zu bestrahlen, vielmehr ist es wichtig, einen moglichst grofen Bereich mit dem

Laser zu erfassen, wie Schaeffer et al. zeigen [89].

Piezos zeigen bei Verdanderung der anliegenden Spannung kein lineares Verhalten. Wird ei-
ne Dreiecksspannung an ein Piezomaterial angelegt, so ist die Streckung bei der positiven
Spannungsrampe nicht gleich der Kompression auf der absteigenden Flanke. Je grofser die
Spannungsidnderung, d.h. je weiter die Ausdehnung bzw. Kompression des Piezomaterials
ist, desto grofer wird die Hysterese und die Positionierungsgenauigkeit des Rasterkraftmi-
kroskops sinkt. [90]. Um Einfliisse dieser Hysterese auf die Bildgebung zu vermeiden und eine
konstante laterale Geschwindigkeit der Rastersonde zu gewihrleisten, finden zwei Systeme
Anwendungen. Einerseits wird der Piezo entlang der schnell bewegten Achse nicht exakt mit
der gewiinschten Bildbreite angesteuert. Es wird ein sogenannter Ouverscan erzeugt, indem
der Piezo etwa 10-20% zu weit gefahren wird. Dies hat zur Folge, dass die Nichtlinearita-
ten beim ”Anfahren” des Piezos auferhalb des Bildbereichs stattfinden. Fiir die langsame
Achse eines AFM-Bildes ist keine Korrektur notwendig, da die Abweichung von dem idealen
linearen Verhalten, wie bereits oben erwéhnt, bei kleinen Abstédnden vernachléssigbar ist.
Das Bild wird mit konstanter Geschwindigkeit aufgenommen. Desweiteren finden sogenann-
te LVDTs oder Dehnungsmessstreifen ihren Einsatz an den Piezos. Dies sind induktive bzw.
kapazitive Sensoren, iiber welche die Ausdehnung des Piezos bestimmt werden kann [91].
Im Fall von Hysteresen wird der angelegt Strom im Bedarfsfall korrigiert um eine lineare
Bewegung des Piezos zu gewéhrleisten. Solche kompensierende Systeme haben jedoch eine

beschrankte Genauigkeit von ca. 0.4 nm.

3.1.2 Wechselwirkung zwischen Spitze und Probe

Die Krifte zwischen Spitze und Probe sind sehr kurzreichweitig und vielféltig. Sie setzen sich
aus repulsiven Kréften und attraktiven Kréaften zusammen. Das wirkliche Wechselwirkungs-
potenzial ist sehr kompliziert und wurde durch viele Ndherungen beschrieben, wie z.B. dem
Lennard-Jones-Potenzial oder der Derjaguin Naherung [88].

Das Lennard-Jones-Potenzial fiir die Wechselwirkung zweier Punkte kann durch Gleichung

3.1 fiir attraktive und repulsive Kréfte beschrieben werden.

V() = Ao,aB  Aap (3.1)

rl2 76

Die Abstandsabhiingigkeiten fiir die repulsiven Pauli-Wechselwirkungen sind mit 7~'2 und
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fiir attraktive Van der Waals Wechselwirkungen mit =% beschrieben. Im realen Fall werden
Abstandsabhéngigkeiten, welche deutlich gréfer als die in Gleichung 3.1 gezeigten sind, ge-
funden. Die Wechselwirkung zwischen Spitze und Probe wird nur unzureichend durch zwei
Punkte beschrieben. Am Beispiel von attraktiven Van der Waals Wechselwirkungen ist dies
einfach zu verdeutlichen.

Ausgehend von dem Van der Waals Potenzial zwischen zwei Punkten (Gleichung 3.2)

Wawpp(r) = ——— (3.2)

kann durch Integration die Wechselwirkung zweier ausgedehnter Korper mit den Atomdich-

ten ps und pp beschrieben werden.
A
Vvaw (r / dVA/ dVp—r— 'OApB 25 (3.3)
Va Va

Eine einfache Betrachtung des Potenzials zwischen einem einzelnen Atom und einem unend-

lichen Halbraum von Atomen fiihrt von Gleichung 3.3 zu Gleichung 3.4

A
VVMV(¢)::AABL/1 dvgﬁg.::W ABPB

Vi r 673

(3.4)

Die Abstandsabhiingigkeit hat sich in diesem Fall von =% auf =3 reduziert. Modelliert man
den Sachverhalt durch zwei Kugeln mit den Radien R; und R, und nimmt ferner an, dass

Ry — o0 geht, so findet man Gleichung 3.5

Auly

Vvaw (r) = — o

(3.5)

fiir die Wechselwirkung zwischen einer Kugel und einer Ebene. Ay = 72Aagpapp ist die
Hammaker Konstante. Die in Wirklichkeit gefundenen Wechselwirkungen haben folglich we-
sentlich hohere Reichweiten, als es das einfache Lennard-Jones-Potenzial aus Gleichung 3.1

vermuten lasst.

3.1.3 Kraftauflosung

Die Auslenkung als Funktion der zwischen Cantilever und Probe wirkenden Kraft hiangt
stark von dem geometrischen Aufbau des Cantilevers und den verwendeten Materialien ab.
Erfahrt ein Federbalken eine Kraft, welche ihn vertikal auslenkt (Abb. 3.1), z.B. durch Ver-
anderung der Probentopographie so kann die Auslenkung des Cantilevers durch Gleichung

3.6 beschrieben werden [88].
4F L3

°~ Buwd

(3.6)
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F ist die Kraft, die auf das Ende des Balkens entlang der Normalen ausgeiibt wird, F ist
das Elastizitét-Modul (Young-Modul) des Cantilevers, w die Breite, L die Lange und d,. die
Dicke des Balkens. Gleichung 3.6 zeigt, dass die Auslenkung Z. des Balkens entsprechend
dem Hookschen Gesetz proportional der Kraft ist. Sie ist unter Gleichgewichtsbedingun-
gen giiltig, d.h. die Bewegungen des Cantilevers finden bei Frequenzen deutlich unterhalb
der Resonanzfrequenz statt. Typische Resonanzfrequenzen fiir Cantilever mit sehr niedrigen
Federkonstanten (z.B. 0.01 N/m) liegen an Luft bei 30 kHz und in Wasser bei 6 kHz.

Die Federkonstante k. eines Cantilevers kann aus dessen Geometrie und den verwendeten

Materialen errechnet werden. Fiir einen rechteckigen Cantilever erhélt man

_F  Euwd}

Fe Z.  AL3

(3.7)

Gleichung 3.7 verdeutlicht, dass ein Cantilever lang und diinn sein sollte, um eine niedrige
Federkonstante zu gewéhrleisten. Der Vorteil niedriger Federkonstanten ist eine grofse Aus-
lenkungen bei kleinen Kréften [88] und folglich eine hohe Kraftauflssung. Idealerweise liegt
die Federkonstante des Cantilevers in der gleichen Grofenordnung wie der zu messenden
Probe um die beste Auflosung zu gewéhrleisten. Je langer ein Cantilever jedoch ist, desto
mehr Auswirkungen haben viskoelastische Ddmpfungen [92].

Die Kraftauflosung eines AFM kann sehr gut durch das Signal-zu-Rauschverhéltnis verstan-
den werden. Es existieren zwei mogliche Ursachen fiir Rauschen in einem Rasterkraftmikro-
skop. Das Detektorrauschen und das thermische Rauschen des Cantilevers. Detektorrauschen
hat nur Auswirkungen bei geringem thermischen Rauschen des Cantilevers und folglich bei
hohen Federkonstanten bzw. kleinen Dimensionen des Federbalkens [93]. Nach [94] kann das
Signal-zu-Rausch Verhéltnis fiir eine AFM Messung in Fliissigkeiten durch

F(V) G
SNR =  G)

\/4kBg;RBGz(V) + (Detector Noise)?

(3.8)

beschrieben werden. kg ist die Boltzmannkonstante, B die Bandbreite, T" die Temperatur,
F(v) die Amplitude einer oszillierenden Kraft bei der Frequenz v, R eine Dampfungskonstan-
te fiir das Medium und G(v) = 12/(\/1E — v? + vir?/Q?), wobei 1 die Resonanzfrequenz
des Cantilevers ist. Generell ist das Detektorrauschen unabhéngig von den Eigenschaften des
Cantilevers, und fiir kleine Federkonstanten dominiert das thermische Rauschen des Canti-
levers deutlich das Detektorrauschen. Nimmt man fiir Gleichung 3.8 SNR=1 und kleine k.

an, findet man das Nyquist Kriterium fiir die kleinste detektierbare Kraft

Foin = \/4ksTRB. (3.9)

Die kleinste detektierbare Kraft wird demnach von der Temperatur 7" und der viskosen
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Déampfung R bestimmt. Der Einfluss der Dampfung héngt direkt mit den Dimensionen des
Cantilevers zusammen, je kleiner der Cantilever, desto niedriger der Einfluss der Ddmpfung.
Gleichung 3.9 zeigt, dass bei gleicher Federkonstante und konstanter Temperatur der Mes-
sung durch kleinere Dimensionen des Cantilevers eine hohere Kraftauflosung erreicht wird.
Gleichzeitig bedeuten kleinere Dimensionen bei gleicher Federkonstante auch eine hohere
Bandbreite bzw. eine héhere Resonanzfrequenz. Folglich wére, wie schon zu erwarten, der
ideale Cantilever sehr kurz und hétte trotzdem eine niedrige Federkonstante. Die Auswahl
an Materialien fiir die Fertigung von Cantilevern lasst jedoch zurzeit keine Vereinigung von

kurzen Balken und niedrigen Federkonstanten zu.

3.1.4 Bestimmung der Federkonstante

Obwohl die Fertigung von Cantilevern schon industriell moglich ist, zeigen minimale struk-
turelle Variationen z.B. in der Dicke oder der Lange des Cantilevers, einen groffen Einfluss
auf die Federkonstante [95, 96]. Es wurden verschiedenste Methoden entwickelt, um die Fe-
derkonstante zu messen. So konnen definierte Massen mit der Spitze aufgenommen werden
und die resultierende Auslenkung bestimmt, oder mit Hilfe eines geeichten Cantilevers ein
ungeeichter vermessen werden. Alle solche Methoden sind jedoch recht aufwéndig in der
Durchfithrung und fiihren schnell zu einer Kontaminierung der Spitze.

Eine heutzutage sehr hiufig genutzte Methode ist die Bestimmung der Federkonstante mit-
tels eines thermischen Rauschspektrums, wie von Hutter und Bercherhofer vorgeschlagen.
Der Cantilever wird hierbei als harmonischer Oszillator angenommen, und die mittlere qua-

dratische Auslenkung wird durch
1/% (AZ2) = 1k;BT (3.10)
2 ¢ 2

beschrieben [88|. Die Federkonstante des Cantilevers wird bestimmt durch:

kT
(AZ2)

k. = (3.11)

Aus der Kenntnis der Resonanzfrequenz, des Q-Faktors und der Geometrie kann nach Sader

et al. |97] die Federkonstante berechnet werden:
ko = 0.1906 prw* LQT; (Re)wp. (3.12)

Dabei ist p; die Dichte des umgebenden fluiden Mediums, I'; der Imaginérteil der "hydro-
dynamischen Funktion” (vgl. [97]), wy die Resonanzfrequenz, w die Breite und L die Lénge

des Cantilevers.



3.1. RASTERKRAFTMIKROSKOP 25

3.1.5 Raumliches Auflésungsvermogen

Ein weiterer wichtiger Punkt, neben dem Kraft- und Zeitauflésungsvermogen, ist das raum-
liche Auflésungsvermogen eines Rasterkraftmikroskops. Dieses wird entscheidend durch den
Spitzenradius bestimmt. Wird die Rastersonde iiber die Oberfliche gefiithrt und durch die To-
pographie der Oberflaiche ausgelenkt, so wird nicht die tatséchliche Oberflachentopographie
dargestellt. Abbildung 3.2 verdeutlicht, dass eine Kombination aus Spitzen- und Probento-
pographie dargestellt wird.

\!
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(a) stumpfe Spitze (b) scharfe Spitze

Abbildung 3.2: Schematisch ist der Einfluss der Spitzengeometrie auf das resultierende topogra-
phische Bild dargestellt. Die schwarze Linie ist die wirkliche Geometrie der Oberflache wahrend rot
die gemessene Topographie eines Rasterkraftmikroskops zeigt. In a) wurde der Einfluss einer sehr
stumpfen AFM-Spitze und in b) der Einfluss einer sehr scharfen Sonde dargestellt.

Sind die zu messenden Strukturen in derselben Grofenordnung wie die Sonde, so triagt die
Sondengeometrie mafsgeblich zu dem Bild und der maximal zu erreichenden Auflésung bei.
Dennoch erfordern gerade empfindliche, biologische Proben keine allzu scharfen Spitzen, da

der ausgeiibte Druck sonst zu einer Zerstorung des Probe fiihren kann.

3.1.6 Abbildende Modi

Rasterkraftmikroskope haben heutzutage eine Vielfalt von Messmethoden zur Verfiigung um
Oberflachentopographien und -eigenschaften zu erfassen und bildlich darszustellen. Neben
den Moglichkeiten elektrische und magnetische Eigenschaften abzubilden sind fiir die Er-
fassung der Topographie zwei Methoden am gebréuchlichsten, der Kontakt Modus und der

mtermittent contact Modus.

Kontakt Modus

Im Kontakt Modus steht die Spitze in stdndigem Kontakt mit der Probe. Die Auslenkung
wird konstant gehalten durch die Bewegung des z-Piezos. Da nach dem Hookschen Gesetz
die Auslenkung direkt proportional der Kraft ist, wird auch von dem constant force Betrieb
gesprochen. Die Hoheninformation wird aus den fiir eine konstante Auslenkung des Canti-
levers notigen Hohendnderungen des z-Piezos gewonnen. Fiir biologische Proben sind aller-

dings nicht nur die Kréfte entlang der Normalen der abgerasterten Probe relevant, sondern
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ebenfalls die lateral wirkenden Kréfte. Die lateralen Kréfte sind von den Normalkréften ent-
koppelt und kénnen diese um eine Grofenordnung tiberschreiten [98]. Da im Kontaktmodus
Spitze und Probe in dauerndem Kontakt stehen, kann eine Beschiddigung der Probe erfolgen.
Besonders biologische und weiche Proben sind empfindlich gegeniiber lateralen Kraften. So
kann es z.B. beim Abbilden von Lipidfilmen bei zu hohen lateralen Kréften zu einem von
Gaub et. al. beschrieben ,Wasserski™-Effekt [99] kommen. Um die groftmogliche Auflosung
zu erreichen ohne die Probe zu beschédigen, ist es notig, Cantilever zu benutzen, deren
Federkonstante der des zu vermessenden Systems &hnlich ist [100].

Neben rein topographischen Informationen kénnen aus der torsionalen Verbiegung des Can-
tilevers Informationen iiber die Reibung zwischen Rastersonde und Probe gewonnen werden,

man bezeichnet dies auch als Reibungskontrast.

Intermittent contact Modus

Um laterale Wechselwirkungen zu reduzieren wurden sogenannte dynamische Messmodi ent-
wickelt. Der wohl gebrauchlichste Messmodus eines Rasterkraftmikroskops ist der sogenannte
intermittent contact Modus. Der Cantilever wird mit seiner Resonanzfrequenz angeregt und
in eine Schwingung mit konstanter Amplitude versetzt. Anders als im Kontaktmodus wird
nicht die Kraft sondern die Amplitude konstant gehalten. Hierzu wird der schwingende Canti-
lever der Probe angendhert und die Amplitude um einen Soll-Betrag, den setpoint, gedampft.
Die Regelung des Rasterkraftmikroskops versucht wihrend das Abbildens die Dampfung der
Amplitude konstant zu halten. Der Cantilever verldsst wéhrend einer Periode die Ober-
flache vollkommen und néhert sich ihr wieder an. Er durchlauft dabei weite Bereiche des
Wechselwirkungspotenzials zwischen Spitze und Probe.

Der Vorteil dieses Verfahrens ist die geringe Kontaktzeit zwischen Spitze und Probe. Dies
reduziert die lateralen Krafte und vermindert das Risiko der Beschédigung. Neben der Hohen-
information kann aus der Phasendifferenz der angeregten und der resultierenden Schwingung
eine Information iiber die Energiedissipation des Cantilevers auf der Oberfliche gewonnen

werden. Eine genauere Beschreibung dieser Kontaktmechanismen findet sich unter [101-103].

Regelkreise

Im Rahmen von bildgebenden Verfahren muss zwischen ,,geregelten und ,ungeregelten” Modi
unterschieden werden. Der Unterschied besteht in der Art, wie topographische Informationen
gewonnen werden. In einem geregelten Modus wird ein Parameter, im Kontaktmodus die
Auslenkung des Cantilevers bzw. Kraft auf die Oberfliache, im Intermittent contact Modus
die Amplitude des schwingenden Cantilevers, iiber einen Regelkreis konstant gehalten. Dies
geschieht indem der Abstand zwischen Rastersonde und Probe, durch Verdnderungen der
Auslenkung des z-Piezos verdndert wird. So folgt die Rastersonde der Topographie und aus

den notwendigen Spannungsidnderungen des z-Piezos wird die Hoheninformation ermittelt.
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Regelungen haben endliche Antwortzeiten, wodurch geringe Abweichung in dem zu regelnden
Parameter entstehen. Diese Information wird als Fehlerbild dargestellt, Im Kontaktmodus
das sogenannte Deflection Bild und im intermitten contact Modus das Amplituden Bild.
In diesen Bildern werden Kanten besonders stark hervorgehoben , sie enthalten daher auch
Inforamtionen.

In ungeregelten Modi wird die Auslenkung des Cantilevers direkt in eine Hoheninformation
umgesetzt und die Position des z-Piezos konstant gehalten, die Oberfliche wir also nicht
mit einer konstanten Kraft abgerastert. In der vorliegenden Arbeit werden nur ,geregelte”
Messmethoden angewendet.

Ublicherweise werden in einem Rasterkraftmikroskop drei Regelungen eingesetzt, der Inte-
gralregler, der Proportionalregler und der Differentialregler oder zusammengefasst der PID-
Regler. Den Reglern wird ein Soll-Wert vorgegeben, der sogenannte setpoint. Dieser ist im
Kontaktmodus die Auslenkung bzw. Kraft und im intermitten contact Modus die Amplitude
mit der die Oberflaiche abgerastert werden soll. Die Regelelektronik versucht den tatséchli-
chen Wert des Soll-Wertes iiber eine Stellgrofe, der Spannung an dem z-Piezo und so dem
Abstand zwischen Rastersonde und Probe, dem Soll-Wert anzugleichen. Die Kombination
aus drei unterschiedlichen Regelungen ermoglicht sowohl eine schnelle, als auch exakte Kor-
rektur des Ist-Wertes.

3.1.7 Kraftabstandskurven

Neben den Moglichkeiten topographische Informationen und einige Materialeigenschaften
aus den abbildenden Modi zu erhalten, bieten Kraftabstandskurven Moglichkeiten die
mechanischen Eigenschaften einer Probe detailliert zu untersuchen [34, 104]. So kénnen z.B.
Elastizitdts-Module von Zellen [11], Prozesse bei der Entfaltung von Polymeren [105] oder
Bio-Polymeren [106] gemessen werden.

Um eine Kraftabstandskurve zu messen wird die x,y-Position konstant gehalten und nur
der Cantilever in z-Richtung durch Anlegen einer Dreiecksspannung bewegt. Detektiert
wird dabei das Signal der Photodiode als Funktion der z-Piezobewegung. In Abbildung
3.3 a) ist eine solche Messkurve des Photodiodensignals gegen die z-Piezobewegung gezeigt
und in den Abbildungen 3.3 b)-e) verdeutlicht, wie man schrittweise aus diesen Daten eine
Kraft-Abstands-Kurve gewinnt. Bei Annéherung der Messspitze an die Oberfliche (blau)
erfahrt der Cantilever zunichst keine Kraft, und die Photodiode liefert ein konstantes
Signal (I). Nah an der Oberfliche kommt es zu einer Instabilitat, dem sogenannten snap-on
(IT), und die Rastersonde springt in Kontakt mit der Probe (III). Ist der Cantilever in
Kontakt mit der Probe, steigt das Signal der Photodiode linear mit der Piezoausdehnung
an (III). Wird der Piezo zuriickgezogen (rot), zeigt sich auf dem Riickweg (IV) das gleiche
Verhalten wie auf dem Hinweg (III). Durch adhésive Kréfte bleibt die Rastersonde auf der
Oberflache haften, wodurch der sogenannte snap-off (V) entsteht. Nach der Instabilitét



28 KAPITEL 3. MATERIAL UND METHODEN

7+ Il

| <
—
\

Ok 1 1 |
1350 1500 1650
Zpiezo /nm

(a) Photodiodensignal als Funktion der (b)

Piezobewegung
200
€100
c
Q
(0] s
-100 ke 1 ] I
-300 -150 0 150
Zpiezo /nm

DIV
T

F/nN

N W
|

oF

T \

-300 -150 0 150
Zpiezo /nm

Photodiodensignal als Funktion der
Piezobewegung, korrigiert um
Kontaktpunkt und Basislinie

o
1k

ol oy
Ak I I |
-300 -150 0 150

Zpiezo /nm

(c) Auslenkung des Cantilevers als Funktion (d) Kraft als Funktion der Piezobewegung

der Piezobewegung

3
ok

1

F/nN

O_
Ak I\/I I

-50 0 50 100 150 200
Tip-Sample-Separation / nm

(e) Kraft als Funktion der Piezobewegung

Abbildung 3.3: Von a) nach e) wird die Umrechnung der Messsignale in eine Kraft-Abstands-

Kurve dargestellt (Details s. Text).
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zeigt die Photodiode wiederum ein konstantes Signal an.

In Abb. 3.3 b) wurde der konstante Strom in den Bereichen I und VI in Abbildung 3.3
a) als Basislinie angenommen. Weiterhin wurde der Kontaktpunkt zwischen Spitze und
Oberfliache ebenfalls auf 0 gesetzt, so dass im Kontaktbereich die z-Piezobewegung negative
Werte annimmt. Durch Bestimmung der Steigung in a) wird die sogenannten INVOLS
oder auch Sensitivitdt S bestimmt. Die Einheit der Sensitivitdt wird iiblicherweise in
[S] = nm/V angegeben. Sie verbindet die Auslenkung des Cantilevers mit den gemessenen
Spannungsdifferenzen an der Photodiode. Die entsprechend bearbeiteten Daten sind in Abb.
3.3 ¢) dargestellt. Die Steigung der Kurve in c¢) ist -1, da der Cantilever auf einem harten
Substrat genau um den Weg des z-Piezos ausgelenkt werden muss. Uber das Hooksche
Gesetz F' = —k. - zpjeso kann die Auslenkung in eine Kraft umgerechnet werden, sofern die

Federkonstante des Cantilevers bekannt ist.

Das Problem an dieser Darstellung ist die Kombination der Bewegungen des z-Piezos und
der Verbiegung/Bewegung des Cantilevers. Einfacher sind solche Kurven zu interpretieren,
wenn die Kraft als Funktion des Abstandes zwischen Spitze und Probe dargestellt wird.
Hierzu muss die Bewegung des Federbalkens aus den Kurven ,herausgerechnet werden. Aus
einfachen geometrischen Uberlegungen kann die Auslenkung des z-Piezos iiber Gleichung
3.13 mit dem Abstand zwischen Spitze und Probe z und der Auslenkung des Cantilevers zp
beschrieben werden.

AZpiezo = Az — Azp. (3.13)

Einsetzen von Gleichung 3.13 in das Hooksche Gesetz fiithrt zu der Beschreibung des auf den

Cantilever wirkenden Kraftgradienten.

A 1
= (3.14)
ZPiezo —A% —1

Annéherungs- und Retraktionskurve zeigen zwei Instabilitdten, den snap-on (II) und den
snap-off (V). Der Cantilever durchlauft das Potenzial zwischen Spitze und Probe, dabei
wirkt der Kraftgradient k£ = ag_iz)
Federkonstante des Cantilevers, iiberspringt dieser Teile des Potenzials, wie es auch in Glei-

auf den Cantilever. Wird dieser Gradient grofer als die

chung 3.14 verdeutlicht ist. Durch die Verwendung von hohen Federkonstanten werden die
Bereiche, die iibersprungen werden, verkleinert - allerdings wird auch die Kraftauflosung
verringert.

Fiir harte Oberflachen gilt, dass die Federkonstante des Cantilevers sehr viel kleiner ist
als die der Oberfliche, d.h. in Kontakt mit der harten Oberfliche kann die Spitze in die-
se nicht eindringen, und die Auslenkung des Cantilevers folgt ganz dem Hookschen Gesetz
F(d) = k. - d. Durch eine lineare Anpassung an den Kontaktbereich, also den Bereich der in
Abbildung 3.3 b) kleiner als 0 bezeichnet ist, und den Abzug dieser Gerade von der Kurve,
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wird Abbildung 3.3 e) erhalten. Die x-Achse zeigt nun nicht mehr die Bewegung des Piezos,
sondern den Abstand zwischen Spitze und Probe. Bei Kontakt zwischen Spitze und Probe
ist der Abstand minimal und kann nicht mehr verkleinert werden, folglich muss die Steigung

hier unendlich hoch sein.

3.1.8 Rapid Force Curve Acquisition

Messmethoden, die Oberflachen charakterisieren und zugleich Topographien wiedergeben
sind eine der interessantesten Neuerungen heutiger AFM-Methoden. In dynamischen
Messmethoden erhélt man Informationen iiber die Steifigkeiten der Oberfliche durch
Auswertung des Phasenbildes, jedoch sind diese Informationen nur in Relation zu den
Messungen mit genau dieser Amplitude, Frequenz und Messspitze aussagekréftig. Absolute
Werte lassen sich durch den intermittent contact mode nur schwer gewinnen.

Punktuelle Messungen in Form von Kraft-Abstands-Kurven geben jedoch sehr genaue und
absolute Informationen iiber die Materialeigenschaften. Es ist daher wiinschenswert, die

lokale Kraftspektroskopie mit einer topographisch abbildenden Methode zu kombinieren.

Force Volume Modus

Eine sogenannte Force Map ist nichts anderes als eine Kartierung der Oberfldche durch ein
Raster von Kraft-Abstands-Kurven [107-113]. Eine Kraftabstandskurve wird gemessen, an-
schliefend wird der x,y- Piezo um einen bestimmten Wert bewegt und es wird wieder eine
Kraftabstandskurve gemessen. So wird ein vollstdndiges Raster von Kraftabstandskurven
iiber einen Bereich der Probe erstellt. Aus dem Raster kénnen dann durch Auswertung cha-
rakteristischer Eigenschaften der Kraft-Abstands-Kurven Bilder der jeweiligen Information
erstellt werden. Exemplarisch ist in Abbildung 3.4 eine topographische Darstellung aus Force
Volume Messungen im Vergleich mit dem entsprechenden Kontaktmodus Bild gezeigt. Das
Raster von Kraft-Abstands-Kurven ermoglicht die Umsetzung einer Vielfalt von Informa-
tionen in ein Bild. Steifigkeiten der Oberflaichen, Adhésionskréfte, Ortsaufgeloste Rezeptor-
Ligand Wechselwirkungen, um nur ein paar Beispiele zu nennen, kénnen so bildlich dargstellt
und mit absoluten Werten belegt werden. Mehr hierzu findet sich unter [107, 114-116]. Der
grofite Nachteil des Force Mappings sind die sehr langen Zeiten, bis ein Bild aufgenommen
wurde. Fiir ein schlecht aufgelostes AFM Bild von 64*64 Pixeln mit einer Scanrate fiir die
Kraftkurven von 0.33 Hz (was bei 3 ym z-Hub einer Geschwindigkeit von 1 pm/s entspricht
und damit in Flissigkeiten kaum Einfluss durch hydrodynamische Effekte hat) dauert ei-
ne Messung ca. 1.5h. Ein Vorteil liegt in der sehr geringen Kraft, die fiir die Erzeugung
einer Abbildung notwendig ist. Im Gegensatz zu herkémmlichen abbildenden Modi, in de-
nen einige hundert pN fiir die Erfassung der Topographie notwendig sind, kann aus Force

Volume Messungen die Topographie bei dufierst geringen Kréften von wenigen Piconewton
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(a) Force Volume, 5 pmx5 um (b) Kontaktmodus, 5 pmx5 um

Abbildung 3.4: Der Vergleich topographischer Bilder aufgenommen a) im Force Volume Verfahren
und b) im Kontaktmodus. Deutlich ist, dass Force Volume Messungen eine geringeres Auflosungs-
vemogen haben, jedoch zu jedem Punkt eine Kraft-Abstands-Kurve abspeichern. Somit kénnen
wesntlich mehr Informationen als nur die Topographie der Oberfliche ausgewertet werden.

erfasst werden. Schaeffer et al. haben dies anhand der Abbildung von Chromosomen mit

unterschiedlichen Messmethoden eines Rasterkraftmikroskops verdeutlicht [117].

3.2 Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie bedient sich der fluoreszierenden Eigenschaften bestimmter
Molekiile, welche in Proben als Markierung eingesetzt werden konnen. Diese Farbstoffe
werden bei einer bestimmten Wellenlénge, \., angeregt und emittieren dann Licht einer

anderen, kleineren Wellenlénge, \.,,.

Der schematische Aufbau eines Fluoreszenzmikroskops ist in Abbildung 3.5 gezeigt. Als
Lichtquelle werden iiblicherweise Neon-Xenon-Lampen verwendet, welche ein breites Spek-
trum vom UV-Bereich bis in den sichtbaren Bereich emittieren. Uber einen Filter werden alle
Wellenlédngen bis auf die Anregungswellenléinge des Fluorophors herausgefiltert. Die Probe
wird bestrahlt und das Licht von der Probe wiederum durch einen Filter gelenkt, welcher
nur die emittierte Wellenldnge des Fluorophors durchlasst. Dies ergibt dann ein optisches
Bild des Fluoreszenzfarbstoffes in der Probe ohne storende Reflexionen des eingestrahlten
Lichtes.

3.3 Praparation poroser Siliziumsubstrate

Vor der Verwendung wurden die Silizium/Siliziumdioxidsubstrate gereinigt und hydrophili-
siert. Die Substrate wurden hierzu 15min in 1% Flusssdure-Losung gereinigt. Hierbei wird

die Siliziumdioxidschicht auf den Substraten entfernt. AnschlieBend wurden die Substrate
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Abbildung 3.5: Aufbau eines Fluoreszenzmikroskops.

15min bei 70°C in einer Mischung von Wasser/33% Ammoniaklosung/Wasserstoffperoxid
(H,O/NHj ,q/H205(5/1/1)) oxidiert. So entsteht eine neue Siliziumdioxidschicht mit einer
Dicke von ungefihr 1-2nm. Die so hydrophilisierten Substrate wurden entweder direkt be-
nutzt, oder bis zu einer Woche in MilliQQ Wasser aufbewahrt. Fanden Sie nicht binnen
12h nach der Hydrophilisierung Gebrauch, wurden sie vor der Verwendung durch 1min
Sauerstoff-Plasma reaktiviert.

Fiir die Untersuchung der Eigenschaften sogenannter Hybrid-Systeme wurden die Oberflé-
chen modifiziert. Auf die frisch gereinigten Substrate wurden 3 nm Chrom aufgedampft und
60 nm Gold. Die gereinigten, Gold bedampften Substrate werden durch Thiol-Gold Chemie
mit einer Oberflichenfunktionalisierung versehen. Dies ist notwendig fiir die Préparation der
sogenannten , hybrid pore-spanning membranes®. Als Oberflaichenfunktionalisierung finden
in dieser Arbeit Oktanthiol und Cholesterolpolyethylenoxid Verwendung. Die verwendeten
Chemikalien sind in Abbildung 3.6 dargestellt.

3.4 Praparation artifizieller Membranen

In dieser Arbeit wurden Modellmembranen einerseits durch das Spreiten von Vesikeln, ande-
rerseits durch sogenanntes Lipid-Painting hergestellt. Es wurden GUVs mittels electroforma-
tion hergestellt und auf den verschiedenen Substraten gespreitet. Hybride poreniiberspan-
nende Membranen wurden auch durch Auftragen einer geringen Menge von Lipiden, gelost

in einem organischen Losungsmittel und anschliefendem Ausdiinnen hergestellt.
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Abbildung 3.6: Strukturformeln der verwendeten Chemikalien fiir die Funktionalisierung von
Goldoberflachen mittels Thiol-Gold Wechselwirkung. Oktanthiol (OT) bildet eine dichteste Packung
auf einer Goldoberflache, wihrend das Cholesterol-polyethylen-oxid sehr grofs ist und keine dichteste
Packung bildet. CPEOS3 ist jedoch erheblich langer und wird fiir sogenannte tethered Lipidmembra-
nes (Abschnitt 2.3.3) genutzt.
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3.4.1 Herstellung unilamellarer Riesenvesikel

Unilamellare Riesenvesikel wurden mittels electroforming préapariert [118|. Aus Lipidmi-
schungen gelost in Chloroform mit einer Konzentration von 10 mg/ml wurden Lipidfilme auf
ITO-beschichteten Objekttragern prapariert. Den Lipidfilmen wurden fluoreszenzmarkierte
Lipide (Bodipy-PC oder Texas-Red-DOPE) in einer Konzentration von 1mol% zugegeben.
Hierzu wurden 25 pul der Lipidlosung auf die ITO-Plattchen homogen aufgebracht. Die Filme
wurden im Vakuum oberhalb der Phasenumwandlungstemperatur der verwendeten Lipide
iiber Nacht getrocknet.

Die ITO-Gléser wurden mittels eines Kupferklebebandes kontaktiert, mit der Dichtungs-
masse Hamatokrit wurde ein Kompartiment hergestellt, welches mit MilliQ-Wasser gefiillt
wurde. Die so aufgebaute Elektroformationszelle wurde an einen Frequenzgenerator ange-

schlossen. Zwei Protokolle wurden fiir die Herstellung der GUVs benutzt:

1. Bei einer Frequenz von 10 Hz wurde eine sinusférmige Spannung von 50 mV auf 1.6V
gesteigert. Hierzu wurde jede Minute die Spannung um 10 mV bis zu einem Wert von
400mV erhoht. Anschliefend wurde bis 1.6V die Spannung jede Minute um 50 mV
erhoht. Nach Erreichen der maximalen Spannung wurde 1.5 h gewartet. Zum Abschluss
wurde die Frequenz auf 12 Hz gesteigert und fiir 10 min eine Rechtecksspannug bei 1.6 V
angelegt. Anschliefsend kann die GUV-Lésung entnommen werden.

2. Bei einer Frequenz von 10 Hz wurde eine Amplitude von 5V angelegt. Nach 90 min

wurde die GUV-Losung entnommen.

Es konnte zwischen den beiden Protokollen im Rahmen dieser Arbeit kein Unterschied fest-

gestellt werden.

3.4.2 Herstellung hybrider poreniiberspannender Membranen

Eine mittlerweile weit verbreitete Klasse von Modelmembranen sind die sogenannten hy-
briden poreniiberspannenden Membranen. Durch den Préfix hybrid wird an dieser Stelle
angedeutet, dass es sich nicht um ,reine” Lipidmembranen handelt. Zwei Methoden kénnen

zur Herstellung dieses Modellsystems verwendet werden: Lipid-Painting und Vesikel spreiten.

Lipid Painting

In Anlehnung an die Préaparation von BLMs kénnen ebenfalls hybride porniiberspannen-
de Membranen prépariert werden. Das Substrat wird hierfiir in 2ml einer 1:1 Mischung
MilliQ-Wasser /Ethanol gegeben. Das Ethanol reduziert die Oberflichenspannung des Was-
sers und stellt so sicher, dass in den hydrophoben Poren keine Luft eingeschlossen wird. Das
Gemisch wird sorgfiltig gegen MilliQQ-Wasser getauscht, hierbei werden insgesamt 100ml

MilliQ-Wasser gebraucht. Anschliefend wird das gewiinschte Lipid in einem organischen Lo-
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sungsmittel gelost und mit einem Pinsel ein wenig auf das Substrat gegeben. Durch einen
Ausdiinnprozess, der in Abbildung 3.7 schematisch gezeigt ist, formt sich eine poreniiber-

spannende Lipiddoppelschicht. Die hierbei verwendeten Lipide sind DPhPC und DPPC.
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Abbildung 3.7: In a)-c) ist schematisch der Praparation von nano-BLMs mittels Lipid-Painting
dargestellt. Lipid geldst in einem organischen Loésungsmittel wird auf das Substrat gegeben (a).
Die Lipide orientieren sich an der hydrophil/hydrophoben Grenzschicht zwischen Losungsmittel
und wissrigem Medium. Das Losungsmittel diinnt langsam aus (b), bis schlielich eine porentiber-
spannende Lipiddoppelschicht zuriick bleibt (c). Restliches Losungsmittels bleibt ebenfalls in der
Membran zuriick.

DPhPC wird mit einer Konzentration von 4 mg/ml in n-Dekan gelost. Wahrend DPPC mit
einer Konzentration von 0.1 mg/ml in einer 2:3 Mischung von Oktan/Dodekan gelost wird.
Den Lipidlosungen wurde ein fluoreszenzmarkiertes Lipid, entweder Bodipy-PC oder Texas-

Red-DOPE, mit einer Konzentration von 0.1-1 mol% zugegeben.

Vesikel Spreiten

Eine andere Moglichkeit hybride poreniiberspannende Membranen zu erzeugen ist es, Ve-
sikel auf die hydrophobisierte Oberfliche zu geben. Etwa 200 ul einer GUV Losung des
gewiinschten Lipids wird auf das Substrat gegeben. Die Temperatur wird iiber die Haupt-
phasenumwandlungstemperatur des Lipids erhcht. Nach etwa 1h sind die Vesikel gespreitet
und nano-BLMs haben sich geformt.
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Abbildung 3.8: Hybride poreniiberspannende Membranen kénnen ebenfalls durch Spreiten von
Vesikeln auf der hydrophoben Oberfliche erzeugt werden. Diese Membranen enthalten keine Lo-
sungsmittelreste, wie es durch Lipid-Painting (Abb. 3.7) passiert.

3.4.3 Herstellung unterstiitzter, poreniiberspannender Membranen

Ein Milliliter GUV-Lésung wurde mit einem Milliliter 0.2M CaCl,, 0.2M NaCl versetzt
und auf die hydrophilisierten Substrate gegeben. Die Priparation wurde einige Stunden
(mindestens 2) ruhen gelassen, um eine Adhésion der Vesikel auf der Oberfliache zu bewirken.
Anschliefsend wurde - falls notig - die Temperatur iiber die Phasenumwandlungstemperatur
des Lipids erhoht, um ein Spreiten zu induzieren. Der Spreitprozess ist nach max. 2 Stunden
abgeschlossen. Uberschiissige Vesikel in der Losung und auf der Oberfliche wurden durch

vorsichtiges Spiilen mit 0.1 M NaCl Losung entfernt.

3.5 Praparation poreniiberspannender Zellmembranen

Basolaterale Zellmembranen wurden auf Substraten der Firma fluXXion mit einem Po-
renradius von 600 nm préapariert. Die porésen Substrate wurden entweder mit einer 60 nm
dicken Goldschicht versehen, wie in Abschnitt 3.3 beschrieben, oder mit einem Film von
Poly-D-Lysine beschichtet. Die Zellen wurden auf den pordsen Substraten, in Minimal
Medium ergénzt mit 10% (v/v) fetal calf serum und 2mM L-Glutamine bei 37°C und
95%Luft und 5%CO, geziichtet. Nach etwa 3 Tagen bedeckt eine konfluente Schicht von
Zellen die Oberflache.

Die Préparation der basolateralen Zellmembran erfolgt nach dem Lysis-Squirting-Protokoll
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[119] und ist schematisch in Grafik 3.9 gezeigt. Die Zellen werden durch hypotonischen Puffer
osmotischem Stress ausgesetzt, welcher zu einem Anschwellen der Zellen fiihrt. Mittels einer
Spritze werden, durch Uberspiilen der Probe in einem 45° Winkel, die geschwollenen Zellen
Scherkréften ausgesetzt. Durch diese wird der obere Teil der Zellen abgetrennt und die

basolaterale Zellmembran verbleibt auf dem porésen Substrat.
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Abbildung 3.9: Priparation basolateraler Zellmembran. Die Zellen werden auf dem pordsen Sub-
strat geziichtet (a). Durch osmotischen Stress schwellen die Zellen an (b). Uberspiilen der geschwol-
lenen Zellen fiihrt zu Scherkréften, welche den apikalen Teil der Zelle (griin) abtrennen. Basolaterale
Membran (rot) verbleibt auf dem Substrat.

Experimente wurden auch an fixierten Zellmembranen durchgefiihrt. Die Fixierung erfolgt
durch 40 mintitige Inkubation der Zellmembran mit Paraformaldehyd (4% PFA in Phosphat-
puffer). Anschlieend wurde die Probe gut mit PBS-Puffer gespiilt.
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Kapitel 4

Ergebnisse und Interpretation -

Artifizielle Systeme

In dieser Arbeit werden die mechanischen Eigenschaften verschiedener freistehender Mem-
branen mittels einer Kombination aus rasterkraftmikroskopischen und optischen Methoden
untersucht. In dem vorliegenden Kapitel werden die Substrate charakterisiert, die Ergebnisse
zu den Elastizitdtsmessungen von hybriden, poreniiberspannenden Membranen und unter-
stiitzten, poreniiberspannenden Membranen vorgestellt und diskutiert. An allen Systemen
wurden mechanische Untersuchungen durch Indentation in der Mitte einer poreniiberspan-
nenden Membran durchgefiihrt, um die mechanische Antwort der Membran zu messen und
mittels einer sogenannten apparenten Federkonstante zu charakterisieren. Der Einfluss der
Membranphase, der Substratoberfliche, der Geometrie und des Losungsmittelgehaltes auf
die elastischen Eigenschaften der Membran wird durch die Bestimmung der apparenten Fe-
derkonstante quantifiziert, und die Messungen mittels Fluoreszenzmikroskopie kontrolliert.
Es wird diskutiert, welche Beitrdge die elastische Antwort der Membran bei der Indentation

beeinflussen.

39
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4.1 Charakterisierung der Substrate

Fiir die Praparation der beiden Modellsysteme wurden unterschiedliche Substrate genutzt.
Je nach Anwendung war eine Modifikation und/oder Funktionalisierung der Oberflache not-
wendig, wie bereits in Abschnitt 3.3 beschrieben. Im Rahmen dieser Arbeit werden Filter
der Firma fluXXion als porose Substrate fiir poreniiberspannende Membranen genutzt. Diese
wurden mit einer 60 nm dicken Schicht Gold bedampft und mittels Thiol-Gold Chemie hy-
drophobisiert (s. Abschnitt 3.3). Unterstiitzte porentiberspannende Membranen wurden auf
speziell mittels Lithographie angefertigten Substraten préapariert, die aus Silizium bestehen.
Diese Substrate wurden durch Oxidation der Oberfliche hydrophilisiert (s. Abschnitt 3.3).
Die unterschiedlichen Substrate werden mittels Rasterkraftmikroskopie und Elektronenmi-

kroskopie charakterisiert.

4.1.1 Nano-Siebe der Firma fluXXion

Die Firma fluXXion stellt Siebe fiir den Braubedarf mit einem Porenradius Rp,,. von 225 nm,
400 nm, 600 nm und 1000 nm her. Abbildung 4.1 zeigt ein Schema und elektronenmikrosko-
pische Aufnahmen der Struktur der verwendeten Substrate. Das Substrat ist etwa 1mm
dick und 5mmx5mm breit. Die porosen Bereiche des Substrates, in der Schemazeichnung
schwarz dargestellt, sind in 14 etwa 100 pm breite und 10 ca. 300 um lange Bereiche unterteilt
und haben im Gegensatz zum restlichen Chip nur eine Dicke von ca. 1 um. Deutlich zeigen
die elektronenmikroskopischen Aufnahmen die sehr geringe Substratdicke von ungefahr 1 ym
im Bereich der Poren und deren sehr regelméfige Struktur. Die Porositat der Substrate liegt
bei ca. 30% fiir Poren mit einem Radius von 600 nm bzw. 12% fiir einen Porenradius von
225 nm, die Oberflichenrauigkeit betragt etwa £1nm (RMS).

Fiir die Herstellung hybrider, poreniiberspannender Membranen (s. Abbildung 2.7) wurden
die porosen Siliziumsubstrate mit einer etwa 60 nm dicken Goldschicht bedampft (s. Ab-
schnitt 3.3). Die Goldschicht hat keinen Einfluss auf die Struktur und im speziellen auf die
Porengrofse der Substrate, wie durch einen Vergleich der elektronenmikroskopischen Aufnah-
men in 4.1 ¢ und d ersichtlich ist.

Die Abgrenzungen der einzelnen pordsen Bereiche (s. Abbildung 4.1 a)) ist mittels einer
Kamera am AFM deutlich sichtbar und erlaubt die Positionierung der AFM Spitze in einem
Bereich mit etwa 10 um Genauigkeit und damit die Korrelation von AFM Messungen zu
Auflicht Fluoreszenzmikroskopie durch Bestimmung der Positionen anhand der strukturier-
ten Oberfliche des Substrates.

Ein rasterkraftmikroskopisches Bild (4.2 a)) und das Hohenprofil entlang der Linie (4.2 b))
durch eine leere Pore mit einem Radius von 225 nm, aufgenommen im Kontaktmodus bei
einer Ladekraft von etwa 2nN, zeigen im Gegensatz zu den REM Bildern eine endliche
Eindringtiefe, sowie eine kegelférmige Struktur der Poren (Abbildung 4.2). Die kegelférmige

Struktur einer Pore in einer rasterkraftmikroskopischen Abbildung kommt durch den Einfluss
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(a)  schematische Darstellung des  (b) REM, 8.5 umx8.5 um, Si/SiOq,
Substrates, schwarz entspricht Rpore = 600 nm
pordsen Bereichen

(c) REM, 2 pmx2 pm, Si/SiOaq, (d) REM, 2.5 pumx2.5 um, 60nm Au
Rpore = 600 nm auf Si/SiO2, Rpore = 600 nm

Abbildung 4.1: a) zeigt die schematische Darstellung der verwendeten pordsen Substrate. Ein Git-
ter ergibt sich durch die vertikale und horizontale Unterteilung des Substrates in pordse (schwarze)
und nichtporose Bereiche. b) und c¢) zeigen REM Aufnahmen der regelméfigen porésen Struktur des
Substrates. Die Poren sind durchgehend auf beiden Seiten gedffnet und haben eine Tiefe von etwa
1pm. In d) ist die REM Aufnahme eines pordsen Substrates mit einer 60 nm dicken Schicht Gold
auf der Oberfliache gezeigt. Das Gold zeigt in der REM Aufnahme einen helleren Materialkontrast.
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Abbildung 4.2: Gezeigt sind ein topographisches Bild und ein Héhenprofil entlang einer unbe-
deckten Pore. Deutlich zu sehen ist, dass die Porenwénde kegelférmig zusammenlaufen, was im
Widerspruch zu Abbildung 4.1 steht. In einem rasterkraftmikroskopischen Bild wird an diesen
sprungartigen Hohenverdanderungen die Spitzengeometrie der Rastersonde abgebildet.

der Spitzengeometrie zustande, da an einer sprungartigen Anderung der Oberflichentopo-
graphie die Spitzengeometrie der Rastersonde, wie in Abschnitt 3.1.5 beschrieben, abgebildet
wird. Durch diese Kombination aus Spitzengeometrie und Probengeometrie wird deutlich,
dass die maximale Eindringtiefe der Rastersonde in die Pore mit steigendem Porenradius
wichst. Bei den hier verwendeten Cantilevern der Firma Veeco (MSCT und DNP-S) ist die
Spitzengeometrie, unabhéngig von der Biegesteifigkeit des Federbalkens, auf dem die Spitze
aufgebracht ist, gleich. In Abbildung 4.3 a) ist eine REM Aufnahme der verwendeten Spitzen
mit einem Spitzenradius von etwa 15nm gezeigt. In Poren mit Radien von 225 nm, 400 nm
bzw. 600 nm wurden Eindringtiefen von ca. 400 nm, 500 nm bzw. 650 nm gemessen. Als Geo-
metrie flir die Rastersonde kann ein Paraboloid nur bedingt angenommen werden, um die
beobachteten Eindringtiefen zu beschreiben [15, 120]. Fiir den Kontakt zwischen Spitze und
Probe ist aufgrund der geringen Kontaktfliche die paraboloide Spitze eine gerechtfertigte
Annahme. Fiir hohe Eindringtiefen dominiert der Einfluss der pyramidalen Basis die maxi-
male Eindringtiefe in eine leere Pore. Die Seiten der pyramidalen Basis kommen in Kontakt
mit den Porenrdndern und begrenzen auf diese Weise die Eindringtiefe. Die Schemazeichnung
4.3 b) verdeutlicht den Einfluss der pyramidalen Basis auf die Indentationstiefe. Messungen
der maximalen Eindringtiefe ergeben einen Fehler von bis zu 100 nm bei Cantilevern des
gleichen Typs. Dieser Unterschied ist durch kleinste Verédnderungen der Spitzengeometrie zu
erklaren. Fertigungsprozesse fiir mikroskopisch kleine Systeme zeigen nicht immer die gleiche
Qualitét.



4.1. CHARAKTERISIERUNG DER SUBSTRATE 43

(a) REM, 700 nmx 700 nm (b) Schematische Darstellung des Einflusses
der pyramidalen Basis auf die
Eindringtiefe

Abbildung 4.3: a) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Cantilever Spitze (Veeco,
MSCT-C) mit einem Spitzenradius von etwa 15nm. Die Spitze ist nur iiber eine Lénge von etwa
50 nm paraboloid, im Anschluss dominiert die quadratisch pyramidale Grundflache. b) Schematische
Zeichnung des Einflusses der pyramidalen Basis auf die maximale Eindringtiefe.

4.1.2 Malsgefertigte Substrate

Neben den bereits vorgestellten fluXXion Substraten (Abschnitt 4.1.1) wurden fiir die Mes-
sungen von unterstiitzten, poreniiberspannenden Membranen (s. Abbildung 2.8) spezielle,
mittels lithographischer Methoden gefertigte, pordse Substrate genutzt. Diese speziell her-
gestellten Substrate haben einen Porenradius von 500nm, sind ebenfalls offen zu beiden
Seiten und haben eine wesentlich geringere Porositidt von nur 2%. Die geringere Porositat
bedeutet bei der Préaparation durch Vesikelspreiten (s. Abschnitt 3.4.3) eine grofere Adhési-
onsfliche und somit eine bessere Bedeckung der Poren. Ein rasterkraftmikroskopisches Bild
dieser Substrate ist in Abbildung 4.4 gezeigt. Unterstiitzte, poreniiberspannende Membranen
wurden nicht mit den Cantilevern der Firma Veeco vermessen, sondern mit dem Biolever
der Firma Olympus, da dieser Cantilever sich durch seine extrem niedrige Federkonstante
von k. = 0.006 N/m auszeichnet. Diese ist einen Faktor 2 geringer als die MSCT Cantilever
der Firma Veeco, und nur mit diesen waren Messungen an den empfindlichen unterstiitzten,
poreniiberspannenden Lipiddoppelschichten méglich. Die verdnderte Spitzengeometrie (eine
Biolever Spitze ist in Abbildung 4.4 ¢) in einer REM Aufnahme gezeigt) hat Auswirkungen
auf die maximale Eindringtiefe. An den Porenrdndern sind Abbildungsartefakte zu erken-
nen, welche durch torsionale Verformung des Cantilevers aufgrund lateraler Wechselwirkung
der Spitzengeometrie an den Porenrdndern verursacht werden. Diese Artefakte sind eine Ei-
genschaft, die auf die unsymmetrische Spitzengeometrie zuriickgeht und liefen sich wiahrend
der Abbildung nie zur Génze beseitigen. Aufgrund dieser Artefakte war es nicht moglich die
Oberflichen mit hoher Kraft und schnellen Regelungen abzubilden. Daher wird erwartet,
dass die Messsonde bei der Abbildung der Topographie nicht die maximale Eindringtiefe in

eine Pore erreicht.
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(a) AFM, Kontaktmodus (b) Hohenprofil aus a) (c) REM Bild, 10 pm x 10 pm,
(Topographie, 1nN), Olympus Biolever-Spitze
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Abbildung 4.4: Charakterisierung der Siliziumsubstrate durch Rasterkraftmikroskopie. Der
Durchmesser einer Pore betragt 500 nm, die Porositét liegt bei nur 2%. Die maximale Eindringtiefe
der Spitze eines Biolever betrdgt hier ca. 300 nm. Deutlich sind Artefakte wihrend des Abbildens
zu erkennen welche durch die unsymmetrische Spitzengeometrie des Biolevers (c) zu erkléren ist.

4.2 Hybride poreniiberspannende Membranen

Die elastische Antwort von poreniiberspannenden Membranen wurde durch Kraft-
Indentations-Versuche in der Mitte einer Pore bestimmt. Aus einem Vergleich von verschie-
denen Systemen werden die dominierenden Beitrdge zu der Elastizitdt von nano-BLMs be-
stimmt. Im Rahmen dieser Arbeit werden geometrische (Porenradius, Spitzenradius) und
systemische Einfliisse (Lipidzusammensetzung, Phasenverhalten, Oberflachenfunktionalisie-
rung, Losungsmittelgehalt in der Membran) auf die Biegesteifigkeit von hybriden, poreniiber-
spannenden Membranen quantifiziert. Es wurde mit drei Porenradien gearbeitet, 225 nm,
400nm und 600 nm, um geometrische Einfliisse auf die Biegesteifigkeit zu beschreiben. Die
Geometrie des Indenters wurde in den durch den Herstellungsprozess gesetzten Grenzen
durch die Verwendung von Sonden mit gleicher Spitzengeometrie konstant gehalten. Unter
systemischen Parametern sind die Eigenschaften der Substratfunktionalisierung sowie der
Lipiddoppelschicht zusammengefasst. Um diese Einfliisse zu verstehen, wurde mit Lipid-
doppelschichten in verschiedenen Phasen, Mischungen von Lipiden mit Cholesterol und mit
unterschiedlichen Oberflachenfunktionalisierungen gearbeitet. Zusétzlich wurde der Einfluss
des Losungsmittels, welches in Membranen, die mittels der Lipid-Painting Technik herge-
stellt werden, immer in geringen Mengen vorhanden ist (s. Abschnitt 3.4.2), durch einen
Vergleich mit 16sungsmittelfreien Membranen beschrieben. Fiir die Durchfithrung der Expe-
rimente wurden die Praparationen zuséatzlich mittels Fluoreszenzmikroskopie tiberpriift, um
Bereiche mit poreniiberspannenden Lipiddoppelschichten zu lokalisieren und fluoreszenzmi-

kroskopische Befunde mit rasterkraftmikroskopischen Ergebnissen zu vergleichen.
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4.2.1 Korrelation zwischen Fluoreszenz und Topographie

Die Mikrostrukturierung der pordsen Substrate der Firma fluXXion, wie sie in Abbildung
4.1 gezeigt ist, eroffnet die Moglichkeit, Rasterkraftmikroskopie und Fluoreszenzmikroskopie
an nicht transparenten Substraten miteinander zu kombinieren. Durch die klare Struktu-
rierung der Substrate wurde die Position in der optischen Mikroskopie bestimmt und die
Rasterkraftsonde iiber eine angeschlossene Top-View-Optik an derselben Stelle positioniert.
Die Positionierungsgenauigkeit liegt hierbei bei ca. & 10 um. Ein solches kombiniertes Fx-
periment ist in Abbildung 4.5 gezeigt. Mittels der Lipid-Painting Technik wurde eine poren-
iberspannende DPhPC Membran, mit 1 mol% BodipyPC fluoreszenzmarkiertem Lipid, auf
einem Oktanthiol funktionalisierten Substrat mit einem Porenradius von 400 nm prépariert
und durch Rasterkraft- und Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Nano-BLMs zeigen, wie in
Abbildung 4.5 a) deutlich zu sehen ist, eine starke Fluoreszenz. Die Porenrdnder hingegen
erscheinen schwarz. Dieser Effekt wurde schon von Weiskopf et al. [51] schon beschrieben. Bis
zu einem Abstand von ca. 12nm 16scht Gold Fluoreszenz, dementsprechend sind die Stege,
trotz der fluoreszenzmarkierten Lipidschichten, dunkel.

Ein poreniiberspannender, fluoreszenter Bereich wurde ausgewéhlt (Abbildung 4.5 a)) und
innerhalb dieses Bereiches ein rasterkraftmikroskopisches Bild im Kontaktmodus aufgenom-
men (Abb. 4.5 b)). Wéhrend des Abbildens (von oben nach unten) reifen einige Poren,
sobald die Rastersonde die Mitte der Pore erreicht. Dies zeigt, dass die Abbildung mittels
Rasterkraftmikroskopie durch die benétigte Ladekraft (hier etwa 0.3nN) wihrend des Abbil-
dens einen Einfluss auf die freistehende Membran hat und diese sogar verformt oder, wie in
einigen Poren zu sehen ist, zerstort. Ein weiteres topographisches Bild zeigt charakteristische
Muster aus bedeckten und unbedeckten Poren (Abb. 4.5 c¢)), wobei nicht jede unbedeckte
Pore durch Krafteinwirkung der Rastersonde zerstort wurde. Mittels Fluoreszenzmikrosko-
pie konnte gezeigt werden, dass hybride, poreniiberspannende Lipiddoppelschichten, eine
endliche Lebensdauer haben und ohne Krafteinwirkung zerreifen [51].

Der Querschnitt (Abb. 4.5 d)) durch eine gedffnete und eine bedeckte Pore in Abb. 4.5 ¢) ver-
deutlicht den Unterschied zwischen bedeckten und unbedeckten Poren. Eine bedeckte Pore
wird bei einer Ladekraft von ca. 0.3nN etwa 65 nm indentiert wiahrend in einer unbedeckten
Pore eine maximale Indentationstiefe von tiber 450 nm erreicht wird, wie es bei einem Poren-
radius von 400 nm zu erwarten ist. Die abgebildeten freitragenden Membranen haben ohne
Krafteinwirkung nicht die in dem Hohenprofil angedeutete Form. Da das Rasterkraftmikro-
skop bei der Abbildung der Topographie eine Kraft auf die Oberfliche ausiibt, ist vielmehr
die Indentation jedes Abschnitts der Membran bei einer Kraft von 0.3nN abgebildet. Die
Indentation ist in der Mitte am leichtesten und bei konstanter Kraft dementsprechend am
tiefsten, wihrend zu den Réndern hin die Eindringtiefe bei gleicher Ladekraft sinkt, dies
wurde fiir andere freistehende Lipidsysteme bereits beschrieben [15, 18]. Die Position der

Membran relativ zu den Porenstegen kann daher aus rasterkraftmikroskopischen Aufnah-
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PC(99.9/0.1) /n-Dekan,
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Abbildung 4.5: Darstellung der Korrelation von AFM und Fluoreszenzexperimenten. a) zeigt ein
Fluoreszenzbild, vor der Durchfiithrung rasterkaftmikroskopischer Studien in dem markierten Be-
reich. In b) ist die erste AFM Aufnahme innerhalb des in a) dargestellten Bereichs gezeigt, einige
poreniiberspannende Membranen reifen durch den Einfluss der AFM-Spitze. ¢) topographisches
Bild nach AFM Studien in diesem Bereich, es sind sowohl gebffnete als auch geschlossene Poren
vorhanden. d) zeigt in einem Hohenprofil den Unterschied der Eindringtiefe in eine belegte und
eine unbelegte Pore. Die poreniiberspannende Membran wird nur ca. 65nm tief eingedriickt. e)
eine Fluoreszenzaufnahme des gleichen Bereichs zeigt eine Ubereinstimmung zwischen fluoreszen-
ten/bedeckten und nicht fluoreszenten /unbedeckten Poren. Verdeutlicht wird dies in der Uberlage-
rung beider Bilder in f).
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men nicht genau bestimmt werden. Untersuchungen mit einem Scanning Ion Conductance
Microscope (SICM), welches die Topographie beriihrungsfrei und mit einer etwas geringeren
Auflésung erfassen kann, zeigen ebenfalls, dass nano-BLMs nicht planar zu dem Porenrand
gebildet werden, sondern sich unterhalb der Stege formen [58]. Fiir Abbildungen wurde meist
der Kontaktmodus gewahlt, zwar sind in diesem Messmodus die lateralen Kréfte hoher, doch
die Kraft entlang der Normalen ist iiblicherweise geringer als im Tapping Modus.

Das Fluoreszenzbild des Bereiches nach den Rasterkraftexperimenten (4.5 e)) weist nun ei-
nige Verdnderungen verglichen mit den Aufnahmen vor den Experimenten aus Abbildung
4.5 a) auf. Es zeigt sich ein quadratischer Bereich der viele nicht fluoreszente Poren aufweist.
Dieser Bereich wurde durch hohe Ladekréfte mit dem AFM freigekratzt um die Orientierung
auf dem Substrat zu erleichtern. Neben dem freigekratzten Bereich ist ein weiterer Bereich
mit einer Struktur aus nicht fluoreszenten Poren sichtbar (rot markierter Bereich in Ab-
bildung 4.5 e)). Die kombinierte Darstellung von Topgraphie und Fluoreszenz in Abb. 4.5
f) verdeutlicht das gleiche Muster aus fluoreszenten, bedeckten Poren im Fluoreszenz- bzw.
Topographiebild. Poreniiberspannende Membranen kénnen demzufolge mittels rasterkraft-
mikroskopischen Methoden abgebildet werden.

Einige poreniiberspannende Membranen reifsen, sobald die Rastersonde die Mitte der frei-
stehenden Membran erreicht. Anders als viele Polymere (z.B. Kautschuk) zeigen biologische
Membranen wie Lipiddoppelschichten nur eine geringe Toleranz fiir Flachenvergroferungen
bevor es zu Defekten kommt. Untersuchungen von Needham et al. mittels Micropipetten
Aspiration an Riesenvesikeln zeigen, dass nur Flachenvergrofferungen von bis zu max. 5%
toleriert werden. Oberhalb der kritischen Flachenvergréfserung kommt es zu einer Zerstorung
der Lipiddoppelschicht.

4.2.2 Elastische Eigenschaften von hybriden poreniiberspannenden

Systemen

Ein Ziel dieser Arbeit war es, die elastische Antwort von freitragenden Membranen mittels
rasterkraftmikroskopischen Experimenten zu bestimmen. Hierzu wurden Kraftkurven in der
Mitte einer Pore aufgenommen und die auf den Cantilever wirkende Kraft als Funktion der
Eindringtiefe gemessen.

Innerhalb des Hohenbildes (Abbildung 4.6 a)) wurde die AFM-Spitze in der Mitte einer Pore
positioniert und Kraft-Abstands-Kurven in einer iiberspannten Pore und am benachbarten
Porenrand (Abb. 4.6b)) aufgenommen. Die Kurve auf dem Porenrand (rot) zeigt das
typische Verhalten fiir harte Substrate wie es bei einer Kraft-Abstands-Kurve auf dem
Randbereich zu erwarten ist, die Informationen iiber die Sensitivitdt und Kontaktpunkt
wurden als Referenz fiir die Indentationskurve der poreniiberspannenden Membran genutzt.

Die schwarze Kurve zeigt die elastische Antwort der freistehenden DPhPC Membran
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(a) 10pmx10 pm, Kontaktmodus  (b) Kraft-Abstands-Kurven, Steg (rot), (¢) 10 pmx10pm, Kontaktmodus

(Topographie, 1nN), nano-BLM (schwarz) (Topographie, 1nN),
Rpore = 400nm, MSCT-C Rpore = 400nm, MSCT-C
(ke = 0.01N/m) (ke = 0.01N/m)

Abbildung 4.6: a) Ein topographisches Bild in dem die Cantilever-Spitze in den Mitten der mar-
kierten Poren positioniert wurde, um Kraft-Abstands-Kurven aufzunehmen. In (b) ist exemplarisch
der Vergleich zwischen einer Kraft-Abstands-Kurve auf dem Porenrand (rot) und der typischen
elastischen Antwort einer poreniiberspannenden Lipiddoppelschicht (schwarz) gezeigt. Die Spitze
kommt erst 60 nm unterhalb des Porenrands in Kontakt mit der Membran (I), erfahrt dann eine
mit der Eindringtiefe linear steigende Kraft (II), bis die Membran schlieflich reifst (III) und der
Cantilever keine Kraft mehr erfahrt (IV). 470 nm unterhalb des Porenrandes trifft der Cantilever
auf ein hartes Substrat (V). Als Konsequenz ist in einer anschliefenden Abbildung c) die Pore
geodffnet.

wahrend der Indentation durch die Cantilever-Spitze. Die Cantilever-Spitze kommt erst
60 nm unterhalb des Porenrandes in Kontakt mit der Membran (I) wie durch einen Vergleich
der roten Kraft-Abstands-Kurve auf dem benachbarten Porenrand mit der schwarzen
Kraft-Abstands-Kurve innerhalb der Pore zu ersehen ist. Die Spitze erfahrt einen kurzen
Bereich mit adhésiver Wechselwirkung und anschliefsend wird die Membran in die Pore
gedriickt. Hierbei steigt die wirkende Kraft linear mit der Eindringtiefe an (II) bis die
Membran reifft (III). Es wirkt keine Kraft mehr auf den Cantilever sobald die Membran
zerstort ist (IV) und der Cantilever die maximale Eindringtiefe von 470 nm erreicht (V).
Ein nachfolgendes Hohenbild zeigt, dass die markierte Pore jetzt geoffnet ist, wie es durch

das Rissereignis wihrend der Indentation zu erwarten ist.

Der Porenrand wurde fiir Kraft-Abstands-Kurven als Referenz fiir den Kontaktpunkt
wahrend der Indentation einer freistehenden Membran genutzt. Die topographischen
Aufnahmen und die Informationen von SICM Messungen haben schon vermuten lassen,
dass die Membran nicht planar iiber die Poren gespannt ist. Jedoch ist der Vergleich der
Kontaktpunkte der Kraft-Abstands-Kurven auf dem Rand und in der Pore eine bessere
Methode, da wesentlich geringere Kriifte (ungefahr 5pN) detektiert werden konnen. Dies
fithrt zu einer wesentlich hoheren Aufléosung der Hoheninformation, da die Oberfliche

weniger deformiert wird. In abbildenden Modi werden mit dem AFM Kréfte von mehreren
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hundert Pikonewton bendtigt, was bei biologischen Proben zu einer Deformation und somit

zu einer verfalschten Topographie fiihrt [78].

Der Kontakt zwischen Spitze und Probe entspricht innerhalb einer Pore nicht dem typischen
Verhalten fiir den Kontakt mit einem sehr harten Substrat. Vergleicht man die Steigungen
der Kraftkurve auf dem Rand (rot) mit der Steigung der Kurve in der Pore, wenn der
Cantilever in Kontakt mit dem Substrat ist (schwarz, V), so stellt man fest, dass in der Pore
eine positive Steigung vorhanden ist. Folglich miisste das Substrat an dieser Stelle héarter
sein als auf den Stegen, obwohl in beiden Féllen die aufgedampfte Goldschicht beriihrt wird.
Die Ursache fiir dieses Phénomen ist in der Schemazeichnung 4.3 verdeutlicht.

Der Cantilever kommt nicht mit der Spitze, sondern mit den Seiten der pyramidalen Spitze
in Kontakt mit dem Substrat. Hierdurch wird die gemessene Kurve im Kontaktbereich nicht
vorhersagbar. Zwei mogliche Annahmen die fiir die Deformation des Federbalkens gemacht

werden konnen sind:

1. Durch den seitlichen Kontakt zwischen pyramidaler Basis und Probe, kann die effektive
Lange des Cantilevers verlangert oder verkiirzt werden. Die Federkonstante eines Can-
tilevers ist antiproportional der Lange des Balkens in der dritten Potenz (Gleichung
3.6), k. ﬁ Ist leefr < I wird die effektive Federkonstante groker k..rr > ke,
wahrend bei [ .f¢ > [, die effektive Federkonstante sinkt ke orr > k..

2. Durch den seitlichen Kontakt kann es zu einem buckeln, einer bogenférmigen De-
formation des Federbalkens kommen. Dies kann mittels der Detektionstechnik des
Rasterkraftmikroskops nicht richtig erfasst werden und die Daten nach dem Kontakt

zwischen Cantilever und Porenrand sind aussagelos.

Kraft-Abstands-Kurven auf den Porenrdndern miissen aus diesen Griinden als Referenz
fiir die Sensitivitdt genutzt werden. So ist es moglich die Messdaten der Indentation einer
poreniiberspannenden Membran korrekt in eine Kraft-Abstands-Kurve zu iiberfiithren (s.
Kapitel 3.1.7). Weiterhin kann, durch einen Vergleich der Kontaktpunkt auf dem Rand und
der poreniiberspannenden Membran, eine zusétzliche topographische Information gewonnen

werden.

Um die Elastizitdt von freistehenden Membranen zu quantifizieren, wird die Steigung

AF

bomr = AR

(4.1)

im Bereich der Membran-Indentation bestimmt. Eine entsprechende lineare Anpassung an
Messkurven ist in Abbildung 4.7 gezeigt. Diese Steigung wird im Folgenden nach Gleichung

4.1 als apparente Federkonstante bezeichnet. Wie die lineare Funktion (blau) im Vergleich
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Abbildung 4.7: Bestimmung der apparenten Federkonstante aus den Steigungen der Kraftkurven.
a) zeigt die Kraft-Abstands-Kurve im Vergleich zum Porenrand, die Bestimmung der apparenten
Federkonstante kann iiber den gesamten Indentationsbereich erfolgen. b) zeigt eine Indentations-
Kurve, es ist kein Vergleich zum Rand gegeben und der Kontakt zwischen Membran und Cantilever-
Spitze wurde als Nullpunkt gesetzt. Die apparente Federkonstante kann in dieser Kurve nicht iiber
den gesamten Bereich erfolgen, da nach etwa 40 nm eine Instabilitat zu sehen ist, welche die Membran
allerdings nicht zerstort.

mit der Messkurve (schwarz) zeigt, ist deutlich zu erkennen, dass mit der Eindringtiefe die
Kraft linear wichst. In Abbildung 4.7 a) ist eine Kraftkurve auf einer poreniiberspannenden
Membran im Vergleich zum Porenrand gezeigt. Hier wurde iiber den gesamten Indentati-
onsbereich die apparente Federkonstante bestimmt. In b) ist nur das Indentationsereignis in
einer Kraft-Indentations-Kurve dargestellt. In diesem Fall wurde als Nullpunkt der Kontakt
zwischen Spitze und Lipiddoppelschicht gewéhlt. Fiir die Umrechnung der Messdaten in
Kraft und Abstand zwischen Spitze und Probe wurde dennoch eine Kurve vom Porenrand
als Vergleich genutzt. In der Kraft-Indentations-Kurve in b) ist bei einer Indentation von
etwa 40nm eine Instabilitit zu erkennen. Die Kraft auf den Cantilever wird plotzlich
geringer und erst nach einigen Nanometern Eindringtiefe steigt sie wieder an. In diesem
Fall wird die Membran nicht zerstort, da spéter ein weiterer Anstieg detektiert wird und
noch nicht die maximale Eindringtiefe der Cantilever-Spitze in die Pore erreicht ist. Die
Spitze bricht also nur zu Teilen durch die Membran. Die Bestimmung der apparenten Fe-
derkonstante ist jedoch nur bis zu der ersten Instabilitdt moglich, da die Indentergeometrie
nach dem Durchbruchsereignis stark verdandert ist und durch den partiellen Durchbruch der
Spitze zusétzliche oder ganz andere Beitrdge zu den Riickstellkréiften zustande kommen
konnten. Mogliche Ereignisse wahrend des Indentationsvorgangs sind in Grafik 4.8 noch
einmal schematisch dargestellt. Abbildung 4.8 a) zeigt eine nano-BLM, etwas unterhalb
des Porenrandes, wie bereits aus topographischen Informationen geschlossen wurde. Die
Rastersonden-Spitze néhert sich der freitragenden Membran, indentiert diese (b)) bis

es schlieflich zu einem Riss der Membran (c),d)) oder einem teilweisen Durchbruch der
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Rastersonde (e, f)) kommt. Die vollkommene Zerstérung einer Lipiddoppelschicht ist z.B.

(d) Riss der nano-BLM an der Seite (e) Teilweiser Durchbruch der Spitze (f) Teilweiser Durchbruch von
durch die nano-BLM UnregelmafBigkeiten an der Spitze
durch die nano-BLM

Abbildung 4.8: Schematische Darstellung von hybriden, poreniinerspannenden Lipiddoppelschich-
ten, dem Indentationsvorgang und der moglichen Interpretation von Rissereignissen in Kraft-
Indentations-Experimenten. Gezeigt sind: (a) nano-BLM ohne Einwirkung des Indenters, die In-
dentation (b) und verschiedene mogliche Szenarien die zur Zerstérung (c) und d)) oder teilweisen
Zerstorung (e) und f)) fiihren.

in Abbildung 4.6 b) gezeigt, wiahrend 4.7 b) nur einen partiellen Durchbruch der Spitze
ohne Zerstorung der Membran zeigt. Dennoch kann durch die Kraftkurve nicht genau
bestimmt werden, ob die Membran an der Spitze zerstért wird oder am Rand reifst. Ferner
kann auch nicht unterschieden werden, ob sogenannte Doppelspitzen, Unregelméfigkeiten
auf der Cantilever-Spitze, zu partiellen Durchbriichen fiihren. Dementsprechend ist keine

Unterscheidung zwischen b) und ¢) bzw. d) und e) moglich.

Betrachtet man die schematische Darstellung der hybriden, poreniiberspannenden Lipiddop-
pelschichten (Abbildung 4.8) so wird deutlich, dass die poreniiberspannende Membran zwar
symmetrisch ist, jedoch nicht beide Lipidschichten die gleichen Bedingungen an den Po-
renrédndern haben. Wihrend die obere Lipidschicht ununterbrochen iiber Poren und Stege
gespannt ist, schliefst die untere Lipidschicht mit der Oberflachenfunktionalisierung ab. Der
untere Teil der Lipiddoppelschicht ist nur innerhalb einer Pore existent und wird auf den
Stegen durch die Funktionalisierung ersetzt.

Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen mittels Bleichexperimenten zur Mobilitdt von
nano-BLMs [39] zeigen, dass nur die obere Lipidschicht auf dem Substrat beweglich ist,
wahrend fiir die untere Lipiddoppelschicht nur innerhalb der Pore eine Mobilitdt existiert.
Folglich ist die untere Lipiddoppelschicht anfallig fiir Flachenvergrofserungen, da sie keinen
Zugrift auf ein Membranreservoir hat, im Gegensatz zu der oberen Schicht. Needham et

al. |28] fanden durch Mikropipetten Aspirationsexperimente an GUVs heraus, dass es eine
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kritische Flachenvergroferung (typischerweise zwischen 1% bis 5%) gibt, oberhalb derer die
Lipiddoppelschicht zerreifit. Die Instabilitdten der Kraft-Indentations-Experimente deuten
auf ein dhnliches Reifsverhalten der Membran hin, wobei anzunehmen ist, dass die untere
Lipiddoppelschicht aufgrund der Flachenvergréferung zerstort wird, die obere Schicht kann
durch das Reservoir auf den Stegen, wie es auch durch die Bleichexperimente gezeigt wurde,
die Flachenvergroferung kompensieren. In Experimenten von Steltenkamp et al. [15] wur-
den freitragende Membranen indentiert, jedoch keine Durchbruchsereignisse detektiert. Dies
wurde auf den Einfluss der Lipidreservoirs auf den Porenstegen zuriickgefiihrt. Der einzige
mogliche Prozess um die Flachenvergroferung in der unteren Lipiddoppelschicht zu kompen-
sieren ware ein Flip-Flop-Ereignis, d.h. der Wechsel eines Lipids von der oberen Schicht in
die untere. Diese Ereignisse finden auf einer langsamen Zeitskala im Vergleich zu den durch-
gefiihrten AFM Experimenten statt [121]. In Abbildung 4.8 werden die Vorginge wihrend
der Indentation nochmal durch die Abstédnde zwischen den Lipiden verdeutlicht. Der Lipi-
dabstand wird vergrofert, bis es schlieflich zu dem Durchbruchs- oder Rissereignis kommt
und die Spannung der Membran abgebaut wird.

Das spontane Zerreifen [51], kann durch eine Vorspannung in der Membran erklért werden.
Eine stédndig auf die Membran wirkende Kraft an den Porenrdndern setzt diese einer
Spannung aus und fiihrt daher zu Defektbildungen in der Lipiddoppelschicht, welche eine
endliche Lebenszeit der Membran bedeuten. Erklart werden kann diese Vorspannung durch

ein einfaches Gedankenexperiment:

Eine Lipidmembran auf einer nicht porésen Oberfliche erhélt die Adhésions-
energie zwischen Membran und Substrat. Wird ein Stiick des Substrates nun
entfernt, so ist die freie Energie des freistehenden Membranbereichs grofer, als
die des auf dem Substrat adhérierten Teils. Daraus resultiert ein Bestreben der
Lipide zu den Porenrdndern, was eine Spannung in dem freistehenden Teil der

Membran bedeutet. Dieser Effekt wird im folgenden als Vorspannung bezeicchnet.
Folgende Annahmen lassen sich fiir hybride, poreniiberspannende Membranen machen:

e Die poreniiberspannende Membran ist nicht auf gleicher Héhe mit den Stegen, sondern
formt sich am Ende der Funktionalisierung innerhalb einer Pore.

e Das Reiften der Membranen bei geringen Abbildungskréften deutet auf eine Dehnung
der Lipiddoppelschicht bis zu einer kritischen Flachenvergrofserung hin.

e Die untere Lipidmonolage einer hybriden, poreniiberspannenden Membran hat kein Re-
servoir und wird wéahrend der Indentation gestreckt. Sowohl partielle Durchbriiche der
Spitze durch die Lipiddoppelschicht, als auch eine vollstdndiges Zerreiften der Membran
wird beobachtet.

e Das spontane Reiflen von hybriden, poreniiberspannenden Lipiddoppelschichten, kann
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durch eine laterale Vorspannung der Membran verursacht werden.

Fiir die Interpretierbarkeit der Kraft-Indentations-Kurven und dem Versténdnis der energeti-
schen Beitrage zu der elastischen Antwort ist es notwendig Abhéngigkeiten von Parametern,
wie der Geometrie des Systems, den Eigenschaften der Lipidmembranen und Messparame-

tern wie der Indentationsgeschwindigkeit zu kennen.

4.2.3 Einfluss der Indentationsgeschwindigkeit

Als erster Parameter wird der Einfluss der Indentationsgeschwindigkeit diskutiert. Viskoela-
stische Materialien, wie z.B. Zellen zeigen ein zeitabhéngiges Verhalten der Riickstellkréfte
bei Indentation durch eine Rastersondenspitze [122, 123]. Elastische Proben hingegen zei-
gen unabhéngig von der Dauer des Experiments die gleiche Antwort auf eine Indentation.
Daher ist der Einfluss der Indentationsgeschwindigkeit ein Kriterium um zu beurteilen ob
die Antwort der poreniiberspannenden Lipiddoppelschichten elastisch ist. Hierzu wurden
DPhPC nano-BLMs (sowohl mittels Lipid-Painting als auch Vesikel spreiten) auf OT funk-
tionalisierten porosen Substraten mit einem Radius von 400 nm und 600 nm prépariert, und
der Einfluss der Indentationsgeschwindigkeit auf die Antwort der Membran bestimmt. In
rasterkraftmikroskopischen Untersuchungen ist nicht nur die die vertikale Geschwindigkeit
des Cantilevers von Bedeutung sondern die Kombination aus dieser mit der Federkonstante.
Daher wird die Laderate definiert als das Produkt aus Federkonstante und vertikaler Ge-
schwindigkeit der Rastersonde Z = k. - v.. Sie hat die Einheit [Z] = N/s. Die Experimente
wurden mit Cantilevern der Firma Veeco (MSCT, C-Balken, k. = 0.01 N/m) durchgefiihrt,
die Geschwindigkeit der Indentation zwischen 0.1 ym/s und 100 gm/s variiert, was Laderaten
von 1nN/s bis 1000 nN /s entspricht. Eine Auswahl solcher Kurven ist in Abbildung 4.9 a)
und b) gezeigt. Abbildung c) verdeutlicht, dass die apparenten Federkonstanten, unabhéngig
von der Laderate und dem Porenradius, innerhalb eines Experimentes konstant ist. Auch die
fiir hybride, poreniiberspannende Lipiddoppelschichten typischen Durchbruchsereignisse sind
bei allen Laderaten vorhanden, es konnte ferner keine Abhéngigkeit der Durchbruchskraft
von der Laderate gefunden werden. Fiir die folgenden Experimente wurde eine Gewschindig-
keit von 2 um/s gewahlt.

Wir erweitern die Annahmen iiber die urséchlichen Beitrage zu der elastischen Antwort:

e Die Indentation einer hybriden, poreniiberspannenden Membran ist voll elastisch und

unabhéngig von der Indentationsgeschwindigkeit.
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Abbildung 4.9: a) und b) zeigen Kraft-Indentations-Kurven von DPhPC nano-BLMs (mit und
ohne Losungsmittel prapariert). Deutlich wird, dass die Indentationsgeschwindigkeit keinen Ein-
fluss auf apparente Federkonstante hat. c) zeigt weitere Experimente in einer Darstellung kqpp(v)
fiir verschiedene Porenradien. Auch unabhéngig von der Geometrie des Systems hat die Indentati-
onsgeschwindigkeit keinen Einfluss auf die elastische Antwort der Membran.

4.2.4 FEinfluss des Porenradius

Der Einfluss des Porenradius als geometrischer Parameter wird anhand von poreniiberspan-
nenden DPhPC Lipiddoppelschichten quantifiziert. Die poreniiberspannende Lipidmembran
wurde mittels der Lipid-Painting Technik auf Oktanthiol funktionalisierten Substraten
mit Porenradien von 225nm, 400nm und 600nm prapariert. In Abbildung 4.10 sind
Fluoreszenzaufnahmen und topographische Bilder der einzelnen Systeme gezeigt. Es ist
deutlich zu erkennen, wie der Porenradius zunimmt und der Stegbereich zwischen zwei
Poren abnimmt. Die Fluoreszenz- und rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen zeigen, dass

auf allen Substraten poreniiberspannende DPhPC Membranen prépariert werden konnten.

Die apparenten Federkonstanten der freitragenden Membranen auf verschiedenen Porengro-
fen werden miteinander verglichen. Aufgrund einfacher, naiver physikalischer Uberlegungen,

iiber die Verbiegung eines eindimensionalen Balkens wird erwartet, entsprechend dem
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(a) Fluoreszenz (Bodipy), (b) Fluoreszenz (Bodipy), (c) Fluoreszenz (Texas-Red),
45 pm X 45 pm, DPhPC/Bodipy- 45 pm x 45 pm, DPhPC/Bodipy- 45 pm X 45 pm, DPhPC/Texas-
PC(99.9/0.1) /n-Dekan, PC(99.9/0.1) /n-Dekan, Red-DOPE(99/1) /n-Dekan,
Rpore = 225 nm Rpore =400 nm Rpore = 600 nm
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(d) AFM, Kontaktmodus (e) AFM, Kontaktmodus () AFM, Kontaktmodus
(Topographie, 1 nN), (Topographie, 1 nN), (Topographie, 1 nN),
10 pm X 10 pm, Rpore = 225 nm, 10 pm X 10 pm, Rpore = 400 nm, 10 pm X 10 pm, Rpore=600nm
DPhPC/Bodipy-PC(99.9/0.1) /n- DPhPC/Bodipy-PC(99.9/0.1) /n- DPhPC/Texas-Red-
Dekan, OT, MSCT-C Dekan, OT, MSCT-C DOPE(99/1) /n-Dekan, OT,
(ke = 0.01N/m) (ke = 0.01N/m) MSCT-C (ke = 0.01N/m)

Abbildung 4.10: Fluoreszenz (a)-c)) und rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen (d)-e)) von frei-
tragenden, hybriden DPhPC Lipiddoppelschichten auf Oktanthiol funktionalisierten Substraten mit
unterschiedlichem Porenradius. Es wird stets eine gute Bedeckung erreicht, selten ist eine unbedeckte
Pore zu sehen.

Hookschen Gesetz, dass die apparente Federkonstante sinkt je grofer der Porenradius ist.

Diese einfache Uberlegung ist méglich, da durch die runde Porengeometrie und die
zentrale Indentation ein zentrosymmetrisches System vorliegt, das in erster Naherung
durch einen Balken beschrieben werden kann. Ein Vergleich von DPhPC nano-BLMs
mit unterschiedlichen Porenradien zeigt das erwartete Verhalten, wie in Abbildung 4.11
verdeutlicht ist. Dargestellt sind Kraft-Indentations-Kurven von freitragenden Membranen
auf Substraten mit unterschiedlich grofem Porenradius. Wie erwartet wird nimmt die
elastische Antwort mit steigendem Porenradius (rot: 225 nm, blau: 400 nm, griin: 600 nm) ab
(Kapp(225 nm) > kapp(400 nm) > kaypp(600 nm)). In Tabelle 4.1 sind die Mittelwerte der appa-
renten Federkonstante iiber mindestens 30 analysierte Kraftkurven gezeigt. Unabhéngig von

der Porengrofe zeigen alle Kraft-Indentations-Kurven Durchbriiche der Cantilever-Spitze
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Abbildung 4.11: Kraft-Indentations-Kurven aufgenommen in der Mitte einer poreniiberspannen-
den DPhPC/Bodipy-PC (99.9/0.1/n-Dekan) Membran aufgenommen (MSCT-C, k. = 0.01 N/m).
Die Experimente wurden auf Substraten mit verschiedenen Porenradien durchgefiihrt: 600 nm
(griin), 400nm (blau) und 225nm (rot). Die Geometrie des Messsystems zeigt einen Einfluss auf
die elastische Antwort, je grofer der Porenradius, desto niedriger ist die apparente Federkonstante
der poreniiberspannenden Membran. Unabhéngig von der Porengrofe werden Durchbruchs- und
Rissereignisse wahrend der Indentation beobachtet.

’ RPore / nm ‘ kappﬂvg / mN/m ‘

225 48 £ 15
400 36 £ 8
600 25£6

Tabelle 4.1: Mittelwerte der gemessenen apparenten Federkonstanten (kqp,) von DPhPC Lipid-
doppelschichten die mittels der Lipid-Painting Technik auf Oktanthiol funktionalisierten Substraten
mit unterschiedlicher Porengrofe (Rpore) prapariert wurden.

durch die freistehende Lipiddoppelschicht, wie sie bereits in Abschnitt 4.2.2 beschrieben
wurden. Die in Abbildung 4.12 gezeigten Histogramme stellen die Eindringtiefe des ersten
Durchbruchsereignisses in Abhéngigkeit des Porenradius dar. Generell ldsst sich sagen, dass
je grofer die Pore, desto haufiger treten Rissereignisse bei hoheren Eindringtiefen auf. Die
Membranfliche kann durch Annahme einer Kegelgeometrie abgeschétzt werden, da die sehr
grofsen Poren und das Verhéltnis von Porengrofe zu Indentergrofie }}%PT‘Z: die Annahme von
grofen Kriimmungsradien und einer punktuell in der Mitte der Membran applizierten Kraft
rechtfertigen. Die Kegelform ist eine obere Abschatzungsgrenze fiir die Flachenvergréferung
und wird den tatsdchlichen Wert iibertreffen. Als Orientierung sind in Tabelle 4.2 die Ein-
dringtiefen fiir eine Flachenvergroferung von 5% angegeben. 5% wurden gewéhlt da sie in
der Literatur einen Maximalwert fiir Lipiddoppelschichten darstellen [28]. Es ist ersichtlich,
dass wahrend der Indentation einer nano-BLM 5% maximale Flachenausdehnung nicht
erreicht werden und das erste Rissereignis deutlich vorher eintritt. Fiir die einzelnen Systeme
wurden maximale Flachenausdehnungen von 1-2% gefunden. Die Histogramme zeigen alle
Ereignisse nahe der Onm Eindringtiefe, was auf ein spontanes Zerreiffen der hybriden,
poreniiberspannenden Lipiddoppelschichten hindeutet wie es schon beschrieben wurde und

von Weiskopf et al. dokumentiert wurde [51|. Die bereits angestellten Vermutungen tiber
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Abbildung 4.12: Die Histogramme zeigen die Eindringtiefe der Cantilever-Spitze in eine nano-
BLM bis zum ersten Rissereignis der Membran auf verschieden groffen Poren. Die Skalierung der
x-Achse geht jeweils bis zu der abgeschétzten kritischen Flachenvergroferung von 5%.

’ RPore ‘ hmax,Kegel ‘
225 nm 72 nm
400 nm 128 nm
600nm | 192nm

Tabelle 4.2: Anhand einer kegelférmigen Membran berechnete kritische Eindringtiefen, die eine
Fliachenvergroferung von 5% bedeuten.

die Eigenschaften der hybriden, poreniiberspannenden Membranen kénnen nun wiederum

erweitert werden:

e Die apparente Federkonstante wird durch die Geometrie des Systems beeinflusst.

4.2.5 Einfluss der Oberflachenfunktionalisierung

Aus Untersuchungen der Diffusionskoeffizienten von hybriden Lipiddoppelschichten ist er-
sichtlich, dass die Beweglichkeit von der Oberflichenfunktionalisierung abhéngt [39]. Hy-
bride, poreniiberspannende Lipiddoppelschichten auf CPEO3 funktionalisierten Substraten
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zeigen eine hohere Beweglichkeit im Vergleich zu DPPTE funktionalisierten Oberflachen.
Weiterhin entsteht die postulierte Vorspannung in der Membran aus der Wechselwirkungs-
energie zwischen Membran und Porenrand bzw. mit der Funktionalisierung auf dem Poren-
rand. Daher ist zu erwarten, dass unterschiedliche Funktionalisierungen auch unterschiedliche
Vorspannungen bedeuten. Beide Effekte, sowohl eine Verdnderte Vorspannung, als auch eine
hohere Mobilitat der Lipid innerhalb der Membran, kénnen einen Einfluss auf die apparente
Federkonstante haben.

Als Funktionalisierungen wurden Monoschichten von Oktanthiol, welches eine sehr dicht
gepackte Oberflache bildet, verglichen mit Monolagen von CPEO3 (vgl. Abb. 3.6), ein
sehr langes, sperriges Molekiil mit einem "fluideren” Charakter als Oktanthiol verwendet.
Untersuchungen zu der Beweglichkeit der oberen Lipidschicht mittels Bleichexperimenten
zeigen einen erhohten Diffusionskoeffizienten auf CPEO3 funktionalisierten Substraten
verglichen mit DPPTE, welches ein Thio-Lipid ist, das eine sehr dichte Packung bildet
und bei den Messungen in der Gel Phase vorlag. Dementsprechend ist DPPTE daher
gut vergleichbar mit der hochgeordneten OT Schicht. CPEQO3 ist bekannt als Spacerlipid
[124] und es bildet keine dichtest gepackten Schichten, vielmehr ermoglicht es die Bildung
einer rudimentéren unteren Lipidschicht, die sich zwischen den CPEO3 Molekiilen bildet.
Der Unterschied der beiden Funktionalisierungen ist in Abbildung 4.13 a) schematisch
dargestellt.

Substrate mit einem Porenradius von 400 nm wurden entweder mit Oktanthiol oder CPEO3
funktionalisiert und poreniiberspannende Lipiddoppelschichten mittels der Lipid-Painting
Technik prépariert. In Abbildung 4.13 b) sind Kraftkurven auf beiden Oberflichenfunktiona-
lisierungen im Vergleich gezeigt. Wie in dem Vergleich deutlich zu sehen ist, zeigen hybride,
poreniiberspannende Membranen auf CPEO3 eine niedrigere apparente Federkonstante als

auf OT préparierte freitragende Lipiddoppelschichten (s. Tabelle 4.3). Nano-BLMs aus

’ Funktionalisierung ‘ Kapp.avg / mMN/m ‘
CPEO3 26 £5
oT 36 £8

Tabelle 4.3: Mittelwerte der gemessenen apparenten Federkonstanten (kqp,) von DPhPC Lipid-
doppelschichten die mittels der Lipid-Painting Technik auf OT und CPEQO3 funktionalisierten Sub-
straten préapariert wurden.

DPhPC auf CPEO3 funktionalisierten Substraten zeigen mit (26 +5)mN/m eine ca. 25%
geringere apparente Federkonstante verglichen mit den nano-BLMs auf Oktanthiol mit
(36 £ 8 )mN/m. Dennoch zeigen beide Oberflichenfunktionalisierungen typische Durchbrii-
che der AFM-Spitze durch die Membran wie es bereits in Abbildung 4.8 gezeigt und fiir
OT funktionalisierte Oberflaichen in Abschnitt 4.2.2 diskutiert wurde. Eine Analyse des
ersten Durchbruchsereignisses in Kraft-Indentations-Kurven ist fiir beide Oberflichenfunk-

tionalisierungen in Abbildung 4.14 gezeigt. Auf CPEO3 gibt es eine breitere Verteilung der
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Abbildung 4.13: a) Schematische Darstellung von nano-BLMs auf OT bzw. b) CPEO3. Auf
CPEOS3 ist eine rudimentére untere Lipiddoppelschicht ausgebildet. c¢) zeigt Kraft-Indentations-
Kurven von nano-BLMs auf unterschiedlich funktionalisierten Oberflachen. Die schwarze Kurve
wurde auf einem CPEO3 und die graue auf einem OT funktionalisierten Substrat gemessen. Nano-
BLMs auf CPEO3 funktionalisierten Oberflachen zeigen eine niedrigere apparente Federkonstante.
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Abbildung 4.14: Die Histogramme zeigen die Eindringtiefe der Cantilever-Spitze in eine nano-
BLM bis zum ersten Rissereignis der Membran fiir a) OT und b) CPEO3 funktionalisierte Substrate
mit einem Porenradius von 400 nm.

Durchbruchsereignisse und es werden maximale Flachenvergroferungen von 4% gefunden
im Gegensatz zu den 2% bei OT funktionalisierten Substraten. Es ist moglich, dass die
rudimentar ausgebildete untere Lipidschicht ein Reservoir darstellt, welches hohere Fla-
chenvergroferungen erlaubt als fiir den Fall der dichtgepackten OT Funktionalisierung. Wie
bereits angedeutet zeigten hybride, poreniiberspannende Lipidmembranen auf CPEO3
einen erhéhten Diffusionskoeffizienten im Vergleich zu hybriden Membranen auf DPPTE
[39]. Durch die weniger dichte Packung von CPEO3 auf der Oberflache ergibt sich auch
ein geringerer Energiegewinn der Lipide auf den Stegen, wahrend auf dicht gepackten

OT Fléchen die Lipide durch die hydrophobe-hydrophobe Wechselwirkung einen hohen
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Energiegewinn aufweisen. Diese wiirde entsprechend dem vorgestellten Gedankenexperiment
auch eine geringere Vorspannung in der Membran bedeuten.

Sowohl die erhéhte Mobilitdt der oberen Lipiddoppelschicht als auch die verminderte Vor-
spannung gehen folglich einhand mit einer geringeren apparenten Federkonstante. Folgende
erweiterte Annahmen lassen sich fiir die elastische Antwort hybrider, poreniiberspannender

Membranen treffen:

e Die Oberflachenfunktionalisierung beeinflusst die apparente Federkonstante. Je hoher
die Diffusion der Lipide auf der Funktionalisierung desto niedriger die apparente Fe-
derkonstante.

e Die weniger dichte Packung von CPEO3 ermoglicht den Aufbau einer rudimentéren
unteren Lipidschicht. Damit konnen einerseits die hoheren Eindringtiefen bis zu dem
ersten Durchbruchsereignis erklért werden. Andererseits wiirde diese eine geringere freie
Energie fiir poreniiberspannende Membranen auf CPEQO3 als auf OT funktionalisierten
Substraten bedeuten und folglich auch eine geringere Vorspannung.

e Die Durchbruchsereignisse und die postulierten Vorspannungen legen nahe, dass
Spannungen innerhalb der Membran die elastische Antwort determinieren. Dennoch
scheint die Mobilitat der oberen Lipidschicht einen Einfluss zu haben, wie die héheren

Indentationstiefen bei CPEO3 funktionalisierten Substraten vermuten lassen.

4.2.6 Einfluss des Losungsmittels

Auch restliches Losungsmittel in der Membran hat, wie in der Arbeit von Weiskopf et al.
gezeigt [39], einen Einfluss auf die Beweglichkeit der Lipide in hybriden, poreniiberspannen-
den Modellsystemen und entsprechend der obigen Argumentation damit auch einen Einfluss
auf die apparente Federkonstante. Es wurden entsprechend Vergleiche zwischen 16sungsmit-
telhaltigen und l6sungsmittelfreien Membranen durchgefiihrt. Schon an klassischen BLMs
wurden Untersuchungen zu dem Einfluss des Losungsmittels durchgefiihrt. Hierbei zeigten
sich Einfliisse auf die Oberflichenspannung der Membranen [47]. BLMs préapariert aus unter-
schiedlichen Losungsmittelen, zeigen unterschiedliche Dicken und Oberflichenspannungen.
Praparationen aus n-Dekan Losungen zeigten in den Experimenten Oberflachenspannun-
gen von 3.8mN/m wéhrend aus Squalen priparierte Membranen nur eine Spannung von
1.5mN/m zeigten. Ebenso wird gezeigt, dass n-Dekan dickere Membranen erzeugt als Squa-
len, durch Einlagerungen von n-Dekan in die Lipiddoppelschicht.

Weiskopf et al. zeigten, dass 16sungsmittelhaltige Membranen hohere Diffusionskoeffizienten
haben als 16sungsmittelfreie [39].

Im Rahmen dieser Arbeit werden die mechanischen Eigenschaften l6sungsmittelhaltiger und
16sungsmittelfreier DPhPC und DPPC nano-BLMs miteinander verglichen. Die hybriden, po-
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reniiberspannenden Lipiddoppelschichten wurden entweder durch Lipid-Painting oder durch
Spreiten von GUVs auf Oktanthiol funktionalisierten Substraten prapariert. DPPC konnte
nur in der fluiden Phase 16sungsmittelfrei pripariert werden. nach Abkiihlen und Uber-
gang in die Gel Phase rissen die hybriden, poreniiberspannenden DPPC Membranen. Kraft-
Indentations-Kurven auf DPhPC und DPPC nano-BLMs mit und ohne Losungsmittel sind

in Abbildung 4.15 gezeigt. Fiir beide Lipidzusammensetzungen zeigen 16sungsmittelhalti-
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(a) DPhPC/Bodipy-PC(99.9/0.1)/n-Dekan  (b) DPPC/Texas-Red-
(schwarz), DPhPC/- (grau), OT, DOPE(99/1)/Oktan/Dodekan(3/2)

Rpore = 600nm, MSCT-C k. = 0.01 N/m (schwarz), DPPC/- (grau), OT, T=50°C,
Rpore = 600nm, DNP-S k. = 0.06 N/m

Abbildung 4.15: Vergleich der elastischen Antwort von DPhPC (a) und DPPC (b) nano-BLMs
préapariert mit (schwarz) und ohne (grau) Losungsmittel. DPPC wurde bei 50°C gemessen und
befand sich in der fluiden Phase. Unabhéngig von dem verwendeten Lipid zeigen Membranen mit
Losungsmittel eine geringere elastische Antwort.

ge Lipiddoppelschichten (schwarz) eine geringere apparente Federkonstante als 16sungsmit-
telfreie (grau). Dieser Befund geht einhand mit gemessenen Diffusionskoeffizienten von 16-
sungsmittelhaltigen und 16sungsmittelfreien nano-BLMs [39, 51]. In klassischen BLMs wur-
de fiir POPC:DOPE Membranen ohne Losungsmittel ein Diffusionskoeffizient von Dpy, =
(13.2 4 1.02) um? /s gefunden wohingegen Losungsmittelhaltige POPC:POPE Lipiddoppel-
schichten einen fast doppelt so hohen Diffusionskoeffizienten von D = (20.6 + 0.9) um?/s
zeigten [125, 126]. Das gleiche Verhalten konnte fiir mikro BLMs gefunden werden. Der Dif-
fusionskoeffizient ist hierbei fiir 16sungsmittelhaltige Membranen Dyj; = (8.5 +4.7) um?/s
und halbiert sich bei Praparationen ohne Losungsmittel. Das Losungsmittel verursacht ei-
ne erhohte Mobilitdt in den poreniiberspannenden Lipiddoppelschichten und ebenso eine
niedrigere apparente Federkonstante der nano-BLMs. In Tabelle 4.4 sind die apparenten Fe-

derkonstante fiir 16sungsmittelhaltige und 16sungsmittelfreie nano-BLMs zusammengefasst.

Die Histogramme der Indentation fiir das erste Durchbruchereignis fiir poreniiberspannen-
de DPhPC Membranen, sowohl mit als auch ohne Lésungsmittel, (Abbildung 4.16) zeigen
ebenfalls einen Einfluss auf die Durchbruchslénge. Losungsmittelhaltige Membranen reifsen

offensichtlich bei kleineren Indentationstiefen als 16sungsmittelhaltige.
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| Lipid/Lésungsmittel | kopp.avg / mN/m |

DPhPC/n-Dekan 256
DPhPC/ - 34+5
DPPC/Oktan/Dodekan 942
DPPC/ - 21 + 3

Tabelle 4.4: Mittelwerte der gemessenen apparenten Federkonstanten (kqp,) von DPhPC und
DPPC (bei 50°C) Lipiddoppelschichten mit und ohne Losungsmittel auf OT funktionalisierten Sub-
straten. Losungsmittelhaltige Membranen zeigen stets eine niedrigere apparente Federkonstante.
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Abbildung 4.16: Histogramme der Durchbruchsereignisse von DPhPC nano-BLMs sowohl mit (a)
als auch ohne Losungsmittel (b). Losungsmittelfreie Membranen zeigen tiefere Indentationstiefen
bis zum ersten Rissereignis.

Zusammengefasst zeigen losungsmittelfreie Lipiddoppelschichten hoéhere apparente Fe-
derkonstanten und tiefere Indentationen bis zum ersten Durchbruchsereignis. Einerseits
wird durch das Losungsmittel wie bereits beschrieben, die Diffusion der Lipide gesteigert,
was eine Verringerung der apparenten Federkonstante zur Folge hat. Andererseits ist
es wahrscheinlich, dass eingelagertes Losungsmittel in der Membran einen Einfluss auf
die Spannung in dieser hat. Das Losungsmittel scheint die Spannung in der Membran
zu reduzieren, indem es die Differenz der freien Energien zwischen unterstiitzten und
freistehendem Membranbereich reduziert.

Die Durchbruchsléngen hiangen nur von der Dehnung der unteren Lipidmonoschicht ab.
Daher muss gefolgert werden, dass losungsmittelfreie hybride, poreniiberspannende Mem-
branen bessere Kompensationsmoglichkeiten fiir die Dehnung der unteren Lipidmonolage
haben als 16sungsmittelhaltige. Folgende Annahme kann diesen Sachverhalt erkldren: Durch
Lipid-Painting kann zwischen den Lipiden Lésungmittel eingelagert werden. Daher konnen
diese Lipide einen groferen Abstand zueinander einnehmen ohne den hydrophoben Kontakt
zwischen den Lipidketten verlieren. Dies hat zur Folge, dass bei Flachenvergroferungen
schneller das kritische Limit erreicht wird und die Membran zerreifst. Die Annahmen zu den

mechanischen Eigenschaften von hybriden, poreniiberspannenden Membranen kénnen nun
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erweitert werden:

e Losungsmittelhaltige Membranen sind beweglicher und zeigen niedrigere apparente
Federkonstanten, daher sollte die Vorspannung in Losungsmittelhaltigen Membranen
geringer sein..

e Die Préaparationstechnik bzw. das Vorhandensein von Losungsmittel wiahrend der
Praparation beeinflusst die Durchbruchslingen und die apparente Federkonstante.
Losungsmittelfreie Membranen zeigen tiefere Indentationen bis zu dem ersten Durch-

bruchsereignis als l6sungsmittelhaltige.

4.2.7 Einfluss der Membranphase

Der Einfluss der Fluiditdat wurde durch Experimente an DPPC in verschiedenen Phasen: flui-
de Phase, Gel Phase und fliissig-kristalline Phase tiberpriift. Die Fluiditdt von nano-BLMs
kann einerseits, wie schon gezeigt, durch Verdnderung der Oberflachenfunktionalisierung,
andererseits durch Verdnderung der Lipidphase beeinflusst werden. Im Folgenden wird die
elastische Antwort von DPPC Lipiddoppelschichten in verschiedenen Phasen untersucht.
Hierzu wurden 16sungsmittelhaltige DPPC nano-BLMs auf OT funktionalisierten pordsen
Substraten mit einem Porenradius von 600nm préapariert, und sowohl unterhalb als auch
oberhalb der Phasenumwandlungstemperatur von 7;,, = 41.5°C mittels Kraft-Indentations-
Experimenten untersucht. Abbildung 4.17 zeigt Kraft-Indentations-Kurven auf DPPC

nano-BLMs sowohl in der Gel (schwarz) als auch in der fluiden (grau) Phase. Es ist
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Abbildung 4.17: DPPC/Texas-Red-DOPE(99/1)/Oktan/Dodekan(3/2), OT, Rpore = 600 nm,
DNP-S k. = 0.06 N/m; Kraft-Indentations-Kurven von DPPC nano-BLMs prépariert mit der Lipid-
Painting Technik auf OT funktionalisierten Substraten. Die schwarze Kurve wurde unterhalb der
Phasenumwandlungstemperatur (Ty, = 41.5°C) bei 20°C, in der Gel Phase, aufgenommen, wihrend
die graue Kurve oberhalb des Schmelzpunktes bei 50°C, in der fluiden Phase, aufgenommen wurde.

Deutlich ist zu sehen, dass die elastische Antwort in der Gel Phase deutlich harter ausfallt als in
der fluiden Phase.

offensichtlich, dass eine fluide nano-BLM deutlich geringere apparente Federkonstanten
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zeigt, als das stérker geordnete Lipidsystem in der Gel Phase. Die apparente Federkonstante
fir das fluide System ist kuppavgr = (9£2)mN/m und fiir DPPC in der Gel Phase
kappavgg = (40+4)mN/m. Die apparente Federkonstante einer Gel Phasen Membran
ist viermal hoher als die einer fluiden Membran. Zusétzlich wurden Experimente mit
Mischungen von DPPC und Cholesterol durchgefithrt. Wie in Abschnitt 2.6 bereits erwéhnt,
induziert Cholesterol die Bildung einer sogenannten fliissig-geordneten Phase, d.h. Systeme
die urspriinglich in der Gel Phase waren, werden etwas ungeordneter/fluider, wéhrend
Systeme die sich in der fluiden Phase befanden, eine hohere Ordnung erfahren und etwas
Fluiditat verlieren. Es wurden unter gleichen Bedingungen mittels Lipid-Painting Technik
nano-BLMs aus DPPC/Chol (75:25) erzeugt und bei 20°C und 50°C vermessen. Die Kraft-
kurven auf cholesterolhaltigen nano-BLMs sind in Abbildung 4.18 gezeigt. Die rote bzw.
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Abbildung 4.18: Kraft-Indentations-Kurven von DPPC, hier grau und schwarz, und
DPPC/Chol(75:25), hier blau und rot, nano-BLMs préapariert mit der Lipid-Painting Technik auf
OT funktionalisierten Substraten (Rpore = 600nm, DNP-S k. = 0.06 N/m). Die schwarze/blaue
Kurve wurde bei Raumtemperatur, unterhalb des Schmelzpunktes wihrend die graue/rote Kurve
oberhalb des Schmelzpunktes aufgenommen wurde. Auch fiir die Mischungen mit Cholesterol ist
die apparente Federkonstante unterhalb des Schmelzpunktes hoher als oberhalb. Im Vergleich zu
den reinen DPPC Membrane zeigt sich allerdings, dass oberhalb des Schmelzpunktes die apparente
Federkonstante steigt (grau zu rot) und unterhalb féllt (schwarz zu blau).

blaue Kraft-Indentations-Kurve zeigen Indentationsexperimente in den Lipidmischungen im
Vergleich mit den reinen DPPC-nano-BLMs (schwarz/grau). Die apparente Federkonstante
ist unterhalb des Schmelzpunktes niedriger und oberhalb des Schmelzpunktes hoher als
in den cholesterolfreien Systemen. Dieses Verhalten entspricht den Erwartungen und dem
fluiden Charakter der nano-BLMs [127]. Die apparenten Federkonstanten fiir DPPC und
DPPC/Chol sind in der folgenden Tabelle 4.5 zusammengefasst. Fine Verdnderung der
Mobilitat der Lipide geht direkt einhand mit einer Verdnderung der apparenten Federkon-
stante fiir die freitragenden Membranen. Die Durchbruchsereignisse bleiben, wie auch in
den vorherigen Experimenten, weiterhin erhalten. Die Histogramme der Durchbruchslangen
von DPPC nano-BLMs sind in Abbildung 4.19 gezeigt. In den Histogrammen zeigen
DPPC nano-BLMs unterhalb der Phasenumwandlungstemperatur Durchbruchsereignisse

bei etwas groferen Flachenvergroferungen als fluide Membranen. Eine mogliche Erklarung
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’ Lipid ‘ Eapp.avg / TN /m ‘
DPPC (RT) 10£4
DPPC (50°C) 942
DPPC,/Chol (RT) 31+4
DPPC/Chol (50°C) 14+3

Tabelle 4.5: Mittelwerte der gemessenen apparenten Federkonstanten (kqp,) von DPPC und
DPPC/Chol Lipiddoppelschichten auf OT funktionalisierten porésen Substraten. Die apparente Fe-
derkonstante ist abhéngig von der Phase der Lipiddoppelschicht. Je fluider die Lipiddoppelschicht,
desto niedriger ist auch die elastische Antwort.
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Abbildung 4.19: Histogramme der Indentationstiefe fiir das erste Durchbruchsereignis von DPPC
nano-BLMs in der fluiden und Gel Phase, sowie Mischungen von DPPC und Cholesterol. Gel Phasen
zeigen eine etwas langere Durchbruchsléange als fluide Systeme, beide reifsen aber meistens bei gerin-
gen Eindringtiefen um die 50 nm. Fiir Mischungen mit Cholesterol sind Durchbruchldngen zwischen
den reinen DPPC Phasen zu erkennen.

ist die dichtere Struktur der Gel Phase. Mehr Lipide innerhalb einer poreniiberspannenden
Membran bieten die Moglichkeit Flachenvergrofserung zu kompensieren unter Umsténden
sogar durch lokale Phasenumwandlungen von der Gel in die fluide Phase innerhalb der
Lipidschichten.

Einen Vergleich der Flachenkompressionsmodule K4 fiir DPPC in der fluiden und in der
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Gel Phase unterstiitzt die Annahme einer Vorspannung innerhalb von hybriden, poren-
tiberspannenden Membranen. Sowohl Biegemodul, als auch Flachenkompressionsmodul [5]
sind um einen Faktor 10 hoher in Gel Phase . Die Spannung in einer Membran héngt
tiber 0 = K AA/A mit dem Flachenkompressionsmodul und der Fléchenvergroferung
zusammen. ein hoheres Flachenkompressionsmodul bedeutet auch, dass héhere Spannungen
in der Membran moglich sind. Die Mischungen von Cholesterol zeigen verglichen mit der
fluiden Phase ebenfalls tiefere Indentationen bis zu dem ersten Durchbruchsereignis. Dies
kann ebenfalls durch eine Verianderung des Fliachenkompressionsmoduls erklart werden.
Mischungen fluider Phasen mit Cholesterol zeigen mit steigendem Cholesterolgehalt auch

steigende Flachenkompressionsmodule [28].

Zusammenfassend lassen sich folgende Beschreibungen fiir die gefundenen Eigenschaften

von hybriden poreniiberspannenden Membranen finden:

e Die poreniiberspannende Membran ist nicht auf gleicher Héhe mit den Stegen, sondern
formt sich am Ende der Funktionalisierung innerhalb einer Pore.

e Die Oberflichenfunktionalisierung beeinflusst die apparente Federkonstante. Je hoher
die Diffusion der Lipide auf der Funktionalisierung desto niedriger die apparente Fe-
derkonstante.

e Die freistehenden Lipidmembranen reifen oberhalb einer kritischen Flachenvergrofe-
rung von einigen Prozenten unabhéngig von der Oberflichenfunktionalisierung und der
Membranphase. Dies kann durch Spannungen wihrend der Indentation erklart werden.
Es werden sowohl partielle Durchbriiche als auch Rissereignisse der Membran beobach-
tet.

e Eine Vorspannung innerhalb der Lipiddoppelschicht kann das spontane Reiffen und die
generell geringen Eindringtiefen bis zu dem ersten Durchbruchsereignis erklaren.

e Losungsmittelgehalt und Lipidphase beeinflussen die Durchbruchsldngen und appa-
rente Federkonstanten. Es kann angenommen werden, dass die Vorspannung ebenfalls
durch Losungsmittel und Membranphase beeinflusst wird. Es wurde folgernder Zu-
sammenhang gefunden: Je hoher das Flachenkompressionsmodul der Lipidmembran

desto hoher die apparente Federkonstante.
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4.3 Unterstiitzte poreniiberspannende Membranen

Im Gegensatz zu den hybriden, poreniiberspannenden Lipiddoppelschichten, existieren bei
unterstiitzten, poreniiberspannenden Membranen auch auf den Porenrdndern homogene frei
bewegliche Lipiddoppelschichten. Sowohl obere als auch untere Schicht haben Zugriff auf
ein Lipidreservoir auf dem Porenrand. Dies ldasst erwarten, dass Spannungen in der Mem-
bran nicht mehr die dominierende Grofe sein werden. Die verwendeten Substrate zeichnen
sich durch eine geringe Porositit aus, da dies die Adhésionsfliche fiir Vesikel erhoht und
somit den Spreitvorgang erleichtert. Gespreitet wurden DPhPC GUVs auf den Substraten
und im Folgenden werden zuerst die Substrate in Bezug auf Thre Wechselwirkung mit der
Cantilevergeometrie untersucht. Anschlieffend werden Messungen an unterstiitzen, poren-

iiberspannenden DPhPC Lipiddoppelschichten vorgestellt.

4.3.1 Unterstiitzte poreniiberspannende DPhPC Membranen

Wie im Falle von hybriden, freistehenden Membranen wird der Erfolg der Praparation mit-
tels Fluoreszenzmikroskopie kontrolliert, und mit Hilfe der Fluoreszenzaufnahmen die Ra-
stersonde im Bereich von poreniiberspannenden Membranen positioniert. Eine erfolgreiche

Praparation ist in Abbildung 4.20 gezeigt. Deutlich ist zu erkennen, dass der Belegungsgrad

intensity / a.u.
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(a) 80 um x 80 um, Fluoreszenz, (b) 90 um x 90 pm, Fluoreszenz, (c) Intensitétsprofil aus b)
DPhPC/Texas-Red-DOPE(99/1) DPhPC/Texas-Red-DOPE(99/1)

Abbildung 4.20: a) und b) zeigen Fluoreszenz Aufnahmen von DPhPC/TR-DOPE(99/1) GUVs
gespreitet auf pordsen Si/SiO2 Substraten. Deutlich sind einzelne Patches zu erkennen, welche po-
rose Bereiche bedecken. Erstaunlicherweise zeigen diese Substrate eine sehr starke Eigenfluoreszenz,
Poren in von Membran unbedeckten Bereichen fluoreszieren ebenfalls. ¢) Ein Profil entlang der
Markierung in b) zeigt einen Unterschied in der Fluoreszenzintensitit zwischen bedecken und un-
bedeckten Poren.

nicht so hoch ist, wie im Falle von hybriden Systemen. Die Praparation beruht auf dem
Spreiten von GUVs durch Adhésion an die Oberfliche. Die geringe Belegung deutet schon

auf sehr niedrige Adhésionskrifte im Vergleich zu hybriden, freistehenden Membran Prépa-



68 KAPITEL 4. ERGEBNISSE UND INTERPRETATION - ARTIFIZIELLE SYSTEME

rationen hin.

Die Rastersonde konnte im Falle dieser Substrate nicht so genau positioniert werden, da eine
markante Strukturierung wie im Falle der fluXXion Substrate fehlt. Abbildung 4.21 a) zeigt
in einer topographischen Aufnahme zwei iiberspannte und zwei nicht iiberspannte Poren, so-
wie die Grenzen des Membranpatches. Entlang der schwarzen Linie wird das Héhenprofil in
b), mit der typischen Hohe von ca. 6 nm fiir eine Lipiddoppelschicht, dargestellt. Ein weiteres
Hohenprofil entlang der grauen Linie (Abb. 4.21 c¢)) zeigt den Unterschied zwischen einer
iiberspannten Pore und einer unbedeckten. Aus einem Vergleich mit Abbildung 4.4 geht her-
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Abbildung 4.21: Die rasterkaftmikroskopische Aufnahme in a) zeigt deutlich die Rédnder eines
Bereiches der von einer Lipiddoppelschicht bedeckt ist, wie es durch die Kantenhéhe anhand des
Linienprofiles in b) verdeutlicht wird. Ein Unterschied in der Indentationstiefe zwischen belegten
und unbelegten Poren wird in c¢) gezeigt. Durch die geringe Kraft bei der Abbildung erreicht die
Sondenspitze allerdings auch in der leeren Pore nicht die maximale Indentationstiefe. Eine Kraft-
Abstands-Kurve auf den belegten Porenstegen ist in d) gezeigt, deutlich ist ein Durchbruchsereignis
mit einer Lange von etwa 6 nm bei einer Kraft von 300 pN zu erkennen.

vor, das hier nicht die maximale Eindringtiefe erreicht wird. Dies erklért sich aus der geringen

Kraft (ca. 100 pN) die fiir die Abbildung benutzt wurde um die Lipiddoppelschicht nicht zu
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beschidigen. Aufgrund der unterschiedlichen Einfliissse von Ladekraft und Regelparametern,
konnen die Daten aus den AFM-Aufnahmen nicht fiir eine quantitative Analyse heran ge-
zogen werden. Es ist jedoch moglich auf die Belegung der Pore anhand des Unterschieds in
den Eindringtiefen, in Kombination mit der abgebildeten Lipiddoppelschicht-Kante und den
Fluoreszenzaufnahmen zu schliefsen.

In Abbildung 4.21 d) ist ein Durchbruchsereignis in einer Kraft-Abstands-Kurve auf dem
Porensteg gezeigt. Die Durchbruchslange von ca. 6 nm bei einer Kraft von 300 pN entspricht
der Dicke einer Lipiddoppelschicht. Solche Durchbriiche durch fluide Lipiddoppelschichten
sind schon bekannt und hinreichend in der Literatur diskutiert [128], hier dienen sie dazu
den poreniiberspannenden Bereich nachzuweisen. Weiterhin ist die Eindringtiefe in die Pore
innerhalb des Membranfragments geringer als die in der Pore auferhalb der Membran, folg-
lich kann eine poreniiberspannende Membran angenommen werden.

Es wurden Kraft-Abstands-Kurven (Abbildung 4.22 ) in der Mitte einer bedeckten Pore
(schwarz) und als Referenz eine Kurve auf den Porenstegen (rot) aufgenommen, um die né-

tigen Parameter wie Kontaktpunkt und INVOLS /Sensitivitdt zu bestimmen. Es zeigt sich
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(a)  DPhPC/Texas-Red-DOPE(99/1),  (b)  DPhPC/Texas-Red-DOPE(99/1),
Rpore = 600 nm, nano-BLM (schwarz), Rpore = 600nm, kqpp = 0.10mN/m
Porensteg (rot), kapp = 0.15mN/m (blau), Biolever k. = 0.006 N/m
(blau), Biolever k. = 0.006 N/m

Abbildung 4.22: Kraft-Abstands-Kurven unterstiitzter, poreniiberspannender Lipiddoppelschich-
ten. a) verdeutlicht, dass im Gegensatz zu hybriden Systemen die Membran (schwarz) auf Hohe
des Porenrandes (rot) ist und durch die blaue Linie wurde die apparente Federkonstante bestimmt.
b) zeigt ein weiteres Indentationsereignis, die Antwort ist iiber einen Indentationsbereich von etwa
150 nm linear, anschliefend zeigt sich ein nicht lineares Verhalten.

auch hier ein lineares Indentationsereignis bis zu einer Tiefe von 150 nm. Allerdings beginnt
dieses Ereignis auf Hohe des Porenrandes. Die Kraft-Indentations-Kurven zeigen iiber eine
Lange von iiber 500 nm keine Durchbruchsereignisse, folglich werden diese Membranen nicht
durch Flachenvergroferung oberhalb eines kritischen Wertes zerstort.

Die apparente Federkonstante fiir diese Membranen wurde in dem anfénglichen linearen Be-
reich, wie in a) gezeigt, bestimmt. Die mittlere apparente Federkonstante fiir unterstiitzte,
poreniiberspannende DPhPC Lipiddoppelschichten betrégt kqpp vy = (0.21 = 0.05) mN /m.

Die Tatsache der wesentlich niedrigeren Riickstellkréfte, sowie das Fehlen von Durchbruch-
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sereignissen wahrend der Indentation lassen den Schluss zu, dass die Flachenvergréferung
wahrend der Indentation durch ein Nachflieffen von Lipiden aus dem Reservoir auf den Po-
renstegen kompensiert wird. FRAP Experimente von Weiskopf et al. an unterstiitzten, po-
reniiberspannenden Lipiddoppelschichten [39] zeigen Diffusionskoeffizienten im Bereich von
D = (3.8+0.5) um?s™!, dies sind mit Diffusionskoeffizienten von festkdrperunterstiitzten
Membranen vergleichbare Werte. Hier konnte gezeigt werden, dass Lipide zwischen Mem-
branreservoir auf den Stegen und dem poreniiberspannenden Teil ausgetauscht werden. Im
Gegensatz zu hybriden Systemen diffundieren hier Lipide aus beiden Schichten frei iiber das
Substrat.

Trotz der geringeren Diffusionskonstanten im Vergleich zu hybriden, poreniiberspannenden
Membranen, zeigen unterstiitzte, poreniiberspannende Lipiddoppelschichten apparente Fe-
derkonstanten die um einen Faktor 100 niedriger sind. Aufgrund der niedrigen Adhésions-
energie zwischen Membran und hydrophilen Porenstegen im Vergleich zu der sehr hohen
Energie der Membran auf den hydrophobisierten Stegen von hybriden Systemen, ist zu er-
warten, dass die Vorspannung in diesen Membranen wesentlich geringer sind.

Die Beitréage zu der elastischen Antwort werden folglich Verbiegung und nétige Kraft, um
Lipide von dem Rand in die Pore zu ziehen, sein. Schematisch ist ein solches Indentationser-
eignis in Abbildung 4.23 dargestellt.

(a) Festkorperunterstiitze (b)  Indentierte festkdrperunterstiitze
poreniiberspannende poreniiberspannende
Lipiddoppelschicht Lipiddoppelschicht

Abbildung 4.23: Die Schemazeichnungen zeigen wie sich auf porésem Si/SiO2 Oberfléchen pra-
parierte Lipiddoppelschicht verhélt. Sie liegt planar mit dem Porenrand auf. Wahrend einer Inden-
tation bleibt der Abstand zwischen zwei Lipiden konstant und wird nicht verdndert, da Lipide von
dem Porenrand wahrend der Indentation in die Pore nachflieffen.

4.4 Vergleich der artifiziellen poreniiberspannenden

Membranen

Die vorgestellten experimentellen Ergebnisse fiihren zu fundierten Schliissen iiber die
mechanischen FEigenschaften der verschiedenen freitragenden Membransysteme. Hybride

Membranen (Abb. 4.8 a)) zeigen apparente Federkonstanten im Bereich von einigen
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10mN/m und bei sehr geringen Indentationstiefen treten Durchbruchsereignisse auf.
Ahnliche Befunde wurden fiir BLM Membranen von Ovalle-Garcia et al. [48] gefunden.
BLMs gespannt iiber Aperturen mit einem Durchmesser von 15 um zeigen ebenfalls eine
lineare Antwort wiahrend der Indentation und ebenso Durchbruchsereignisse. Die gefundenen
apparenten Federkonstanten von ca. 3mN/m sind etwa einen Faktor 10 niedriger als die
hier prasentierten Ergebnisse fiir hybride Systeme. Dies kann durch den erheblich grofieren
Porenradius begriindet werden.

Unterstiitzte Membranen weisen niedrigere apparente Federkonstanten um die 100 uN/m
auf und keine Durchbruchsereignisse wéihrend der Indentation, sogar bei erheblichen

Flachenvergroferungen von 20% und mehr.

Die Einfliisse auf die elastischen Antworten setzen sich aus verschiedenen Prozessen
zusammen: Biegung, Dehnung der Membran und Nachflieken von Material von den
Porenstegen. In Abhéngigkeit von Praparationstechnik, Membranzusammensetzung und
Wechselwirkung zwischen Membran und Substrat haben diese Prozesse einen unterschiedlich
grofsen Beitrag. Dehnung kann noch unterteilt werden zu Flachenvergroferung wéahrend
der Indentation und Vorspannung innerhalb einer Membran. Die gezeigten Experimente
legen fiir hybride, poreniiberspannende Membranen eine hohe Vorspannung nahe. Der
Vergleich der Fliachenkompressionsmodule fiir DPPC |5 (Kapppoge ~ 1000mN/m
und K4 ppre fiuide =~ 100mN/m) bestétigt auch den Trend in den gefundenen Durch-
bruchslangen. DPhPC hingegen ist zwar ein Lipid in der fluiden Phase, hat jedoch ein
Flachenkompressionsmodul K4 pprpec ~ 670mN/m [129]. Dies ist wesentlich hoher als
fluides DPPC und erklart ebenfalls die relativ hohe Fléchenvergroferung bis zu dem
ersten Durchbruchsereignissen der Membranen. Mischungen von DPPC mit Cholesterol
zeigen ebenfalls die gleichen Tendenzen. Cholesterol erhoht in fluiden Membranen das
Flachenkompressionsmodul [28|. Dies erkldrt die gefundenen Tendenzen der apparenten
Federkonstante im Vergleich zu reinen DPPC Membranen und ebenfalls den Trend fiir die

Durchbruchsléngen.

Ahnliche Experimente wurden mit S-Layern [16] und Graphit Monolagen [18] auf pordsen
Siliziumsubstraten mit vergleichbaren Porenradien durchgefiihrt. Im Gegensatz zu den
hier gefundenen Ergebnissen weisen die Kraft-Indentations-Kurven deutlich andere Cha-
rakteristika auf. So zeigen beide Systeme keine lineare Antwort sondern einen kubisches
Verhalten der Kraft mit steigender Eindringtiefe. Steltenkamp et al. [15] hingegen fanden
fiir Membranen auf pordsen Substraten ebenfalls einen linearen Zusammenhang zwischen
Kraft und Eindringtiefe. Allerdings wurde im Rahmen dieser Arbeit die Lipidmembran
durch elektrostatische Wechselwirkung zwischen der positiv geladenen Kopfgruppe und
einer negativ geladenen Oberflaichenfunktionalisierung préapariert. Die in dieser Arbeit

gefundenen apparenten Federkonstanten liegen ebenfalls im Bereich von einigen mN /m.
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Der Porenradius hingegen war um einen Faktor 4 bis 10 kleiner als in den vorgestellten
Experimenten, was die hohen apparenten Federkonstanten erklaren kann. Zusammengefasst
konnen folgende Schliisse fiir die vorgestellten poreniiberspannenden Membranen getroffen

werden:

e Hybride, poreniiberspannende Membranen bilden eine freistehende Lipiddoppelschicht
unterhalb des Porenrandes, unterstiitzte, poreniiberspannende Membranen sind in glei-
cher Hohe zu den Porenrandern.

e Spannungen innerhalb einer Membran bilden den Hauptbeitrag der elastischen Ant-
worten. Hybride Membransysteme haben keine Moglichkeiten Flachenvergrofserungen
der unteren Lipidschicht zu kompensieren, daher kommt es zu Durchbruchsereignissen.
Unterstiitzte, freistehende Membranen kompensieren Flachenvergroferungen durch das
Nachziehen von Lipidschichten von den Stegen in die Pore.

e Fiir hybride Membransysteme zeigt die Lipidphase einen Einfluss auf Durchbruchslén-
gen und die apparente Federkonstante.

e Je grofer der Porenradius desto niedriger ist die apparente Federkonstante.

e Der poreniiberspannende Teil der Membran hat eine hohere freie Energie als die auf
den Porenstegen adhéarierten Membranteile. Daraus léasst sich eine Vorspannung in der
Membran postulieren. Die Vorspannung ist fiir hybride, poreniiberspannende Mem-
branen wesentlich grofer als fiir unterstiitzte, poreniiberspannende Membranen. Die
apparente Federkonstante beschreibt die Vorspannung innerhalb einer Membran.

e Die Oberflachenfunktionalisierung hat einen Einfluss auf die apparente Federkonstante
und Durchbruchsléngen einer Membran. Auf CPEO3 kann eine rudimentére untere
Lipiddoppelschicht angenommen werden, aufgrund der weniger dichten Packung der
CPEQO3 Funktionalisierung im Vergleich zu der OT Funktionalisierung. Die Vorspan-
nung von Membranen auf CPEO3 ist geringer als auf OT. Die rudimentére untere
Lipidschicht kann Fléchenvergréfterungen besser kompensieren, wodurch Durchbruch-
sereignisse spéater stattfinden.

e Je hoher das Flachenkompressionsmodul einer Membran, desto hoher ist die apparente

Federkonstante und desto spéter treten Durchbruchsereignisse auf.

Wie in den bereits erwidhnten Arbeiten wurden die Daten mittels geeigneter theoretischer
Modelle weiter prozessiert um mechanische Parameter fiir die einzelnen Modellsysteme zu

bestimmen. Dies wird in Abschnitt 6 vorgestellt.



Kapitel 5

Ergebnisse und Interpretation -

Zellmembranen

Lipiddoppelschichten bilden einen Hauptbestandteil von biologischen Membranen, jedoch
nicht den einzigen. Ein hoher Anteil an Proteinen ist in der Zellmembran vorhanden. Ei-
nige solcher Proteine verbinden die Zellmembran mit dem Zytoskelett der Zelle |7, 130].
Diese Kombination aus fliissig-kristalliner Matrix und Biopolymeren die in dieser Matrix
verankert sind, beeinflussen die mechanischen Eigenschaften der Zellmembranen malfsgeb-
lich. Daher ist es interessant, die mechanischen Eigenschaften von poreniiberspannenden
Zellmembranen zu untersuchen, um den Einfluss der Kopplung zwischen Membran und Zy-
toskelett ortsaufgeldst zu bestimmen. Eine dhnliche Untersuchung wurde von Merkel et al.
an ganzen Zellen durchgefiihrt [7]. Im Rahmen dieser Arbeit wird eine lokal aufgeloste Stu-
die der basolateralen Zellmembran von MDCK II Zellen prasentiert. Durch die Verwendung
von porosen Substraten ist es moglich, lokale Unterschiede in den mechanischen Eigenschaf-
ten der Zellmembran zu untersuchen, und der Heterogenitit von Zellmembranen Rechnung
zu tragen. Basolaterale Zellmembranen von MDCK II Zellen wurden auf Gold bedampften
Substraten mittels der Lysis-Squirting Technik prapariert. Die Zellmembran, sowie extra-
zelluldre Matrix (ECM) und Teile des Zytoskeletts bleiben auf dem Substrat zuriick und
bilden eine heterogene Membran [119]|. Im Folgenden wird die Préparation von basolate-
ralen Membranfragmenten mit fluoreszenzmikroskopischen Farbungen charakterisiert, und
mit rasterkraftmikroskopischen Studien poreniiberspannender Zellmembranfragmente vergli-
chen. Kraft-Indentations-Experimente wurden analog zu den kiinstlichen Membranen in der
Mitte einer Pore durchgefiihrt und die apparente Federkonstante bestimmt. Hierbei wurden
Experimente an nativen und fixierten Zellmembranen durchgefiihrt, um den Einfluss des

Biopolymernetzwerkes zu bestimmen.

73
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5.1 Charakterisierung basaler Zellmembranen

Abbildung 5.1 zeigt einige Aufnahmen von basolateralen Zellmembranfragmenten auf

porosen Substraten, die mittels Fluoreszenzmikroskopie aufgenommen wurden. In a) ist
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(a) 80 umx80 um, Fluoreszenz/CLSM (b) Intensitétsprofil aus a) (c) 55 pmx 55 pm, Fluoreszenz
(FITC), YFP-Protein, unfixiert (Alexab61), Phalloidinfarbung von

Aktin, fixiert,
Si/SiO2 /Poly — D — lysin,

(d) Fluoreszenz (Alexa488), (e) Schema eines freistehenden Membranfragmentes tiber einer Pore.
Phalloidinfarbung von Aktin,
unfixiert,
Si/SiO2/Poly — D — lysin,

Abbildung 5.1: a) Die Zellmembran von genetisch manipulierten Zellen, welche ein gelb fluo-
reszierendes Protein in der Zellmembran haben, prapariert auf porésem Si/SiOg Oberflichen mit
einem Porenradius von 600 nm. b) Das Intensitatsprofil zeigt poreniiberspannende Zellmembran. un-
bedeckte Poren aufierhalb des Zellmembranfragments zeigen keine Fluoreszenz, wohingegen Poren
innerhalb des Fragments gelb fluoreszieren. Eine Farbung von Aktin mittels fluoreszenzmarkiertem
Phalloidin an fixierten und unfixierten Membranen auf porésen Substraten ist in ¢) und d) gezeigt.
Schematisch wird ein freistehendes Membranfragment in d) verdeutlicht. Oberhalb, der Lipiddop-
pelschicht der Rastersonde zugewandt, befindet sich ein Aktingeriist (griin) und unterhalb, dem
Substrat zugewandt, die extrazellulare Matrix (blau).

eine Aufnahme von Zellmembranfragmenten einer MDCK II Zellmutante gezeigt. Das
ABCG2 Membrantransporterprotein wurde in dieser Mutante mit einem gelbfluoreszie-
renden Farbstoff modifiziert. Dieses Protein kommt nur in der Zellmembran vor, daher
kann aus den Fluoreszenzintensitéten in b) geschlossen werden, dass Zellmembran tiber die

Poren gespannt ist. Prapariert wurden sowohl native, unfixierte Membranen, als auch mit
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Paraformaldehyd behandelte, fixierte Zellmembranen [131|. Fixierung bedeutet, dass die
Biopolymere innerhalb des Zellmembranfragmentes sich untereinander, durch Ausbildung
von Bindungen, vernetzen. Die Farbung des Aktinskeletts durch Fluoreszenzmarkiertes
Phalloidin an unfixierten und fixierten Proben ist in ¢) bzw. d) gezeigt. Es ist deutlich,
dass Reste des Aktinskeletts wiahrend der Préparation mit dem Fragment assoziiert bleiben.
Ein Zellmembranfragment setzt sich demzufolge aus dem restlichen Aktinskelett an der
Innenseite der Zelle, der Zellmembran und der extrazelluliren Matrix (ECM) zusammen
(vgl. Abbildung 5.1 e)). Ahnliche Ergebnisse iiber die Préparation basolateraler Mem-
branfragmente auf planaren Substraten wurden schon von Ziegler et al. berichtet [119].
Zellmembranfragmente sind ein duflerst heterogenes, poreniiberspannendes System, das im

Folgenden mittels Kraft-Indentations-Experimenten untersucht wird.

Der Vergleich von Fluoreszenzaufnahmen des Aktinskeletts mit topographischen Abbildun-
gen der entsprechenden Fragmente zeigt dhnliche bis identische Strukturen (Abbildung 5.2).
Stark fluoreszierende, aktinreiche Bereiche zeigen im AFM deutliche Erh6hungen, wie es in
den Randbereichen des fixierten Fragmentes in a) und b) sehr gut zu erkennen ist. Anhand
des Hohenprofils entlang der Linie in a) kann zwischen unbedeckten Poren und bedeckten
Poren unterschieden werden. Die Eindringtiefe des Cantilevers bei einer Kraft von etwa
0.5nN in eine unbedeckte Pore betréigt ca. 375 nm wahrend in einer bedeckten Pore zwischen
100 bis 250 nm gemessen wird. Ein unfixiertes Zellfragment d) und das entsprechende Ho-
henprofil f) zeigen schon bei geringeren Ladekréften von 0.3nN Eindringtiefen von 250 nm
bis zu 375nm auf bedeckten Poren. Bei einem unfixierten Membranfragment kann nicht
immer allein durch die Hoheninformation zwischen einer bedeckten und unbedeckten Pore
unterschieden werden, jedoch zeigen die Fluoreszenzfirbungen e), dass eine Membran die
Pore bedeckt. Der Vergleich der Eindringtiefen fiir fixierte und unfixierte Membranfragmente
zeigt schon deutlich den zu erwartenden versteifenden Effekt bei Fixierung eines Mem-
branfragmentes mit Paraformaldehyd [11|. Das Hohenprofil f) zeigt auf den Porenstegen
innerhalb des Fragments im Vergleich zu den blanken Porenstegen die Dicke der Zellmem-
branfragmente, die gemessen an einigen Fragmenten im Mittel 58 £ 12nm betrégt. Dieser

Wert ist gut vergleichbar mit den gefundenen Membrandicken auf planaren Substraten [119].

Etablierte Methoden, wie z.B. Mikropipetten Aspirationsexperimente [7], haben den Nach-
teil, dass keine ortsaufgelosten Daten gewonnen werden, und viskoelastische Eigenschaf-
ten des Zellinneren sowie Druckveréinderungen ebenfalls die Messung beeinflussen kénnen.
Rasterkraftmikroskopische Untersuchungen ganzer Zellen in Abhéngigkeit des osmotischen
Druckes verdeutlichen, dass in diesen Messungen Druck und das Zellinnere einen mafsgeb-
lichen Beitrag fiir die gemessenen Parameter geben [11]. Die so bestimmten Eigenschaften,
wie z.b. Elastizitdtsmodule der Zellen, konnen zwar ortsaufgelost aber nicht unabhéngig

von dem viskosen Inneren der Zelle aufgenommen werden. Durch poreniiberspannende Zell-
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(a)  25pumx25pum, Kontaktmodus  (b) 25 pmx 25 pm, Fluoreszenz (c) Hohenprofil aus a)
(Topographie, 0.5 nN), fixiert, (Olympus 40x, Alexa488),
Si/SiO2/Poly — D — Lysin, Phalloidinfarbung von Aktin,
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(Topographie, 0.3nN), unfixiert, (Olympus 40x, Alexa488),
Si/SiO2/Poly — D — Lysin, Phalloidinfarbung von Aktin,
Rpore = 600 nm, MSCT-C unfixiert,
(ke = 0.01N/m) Si/SiO2/Poly — D — Lysin,

Abbildung 5.2: Der Vergleich von topographischen Informationen (a, d) und der Phalloidinfarbung
des Aktinskelettes (b, d) zeigt deutlich Ubereinstimmungen, Bereiche mit hohem Aktinanteil stellen
sich in der Topographie als Héhen dar, wie es an den Réndern des Fragmentes sehr gut zu erkennen
ist. Ein Hohenprofil (c, f) verdeutlicht den Unterschied zwischen bedeckten Poren und unbedeckten
Poren anhand unterschiedlicher Eindringtiefen. Sowohl in fixierten (a, b, c¢) als auch in unfixierten
(d, e, f) Proben konnte das Aktinskelett angefarbt und das Fragment mit dem Rasterkraftmikroskop
abgebildet werden. Fixierte Membranfragmente zeigen niedrigere Eindringtiefen als unfixierte.

membranen sind lokale Untersuchungen auf einer sub-Mikrometer Skala ohne Einfluss des
Zellinnenlebens moglich. In Abhéngigkeit des Porenradius und des Porenabstandes kann so

die Elastizitat der Zellmembran kartiert werden.
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5.2 Elastische Eigenschaften basolateraler Zellmembra-

nen

Die elastischen Eigenschaften von Zellmembranen wurden, wie bereits fiir die Modellsysteme
gezeigt, durch Rasterkraftmikroskopie bestimmt. Ein Membranfragment wurde im Kontakt-
modus bei einer niedrigen, anschliefsend einer hohen und dann wieder bei der urspriinglichen

Ladekraft abgebildet (Abbildung 5.3). In einer Abbildung mit geringer Ladekraft (Abb. 5.3
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(Topographie, 0.3 nN), fixiert, (Topographie, 1 nN), fixiert, (Topographie, 0.3 nN), fixiert,
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Abbildung 5.3: Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen der gleichen Position mit niedriger (a),
hoher (b) und wieder niedriger Ladekraft (c) eines fixierten Membranfragmentes zeigen, dass die
Poren auch bei starker Indentation durch die AFM Spitze bedeckt bleiben. Verdeutlicht wird dies
in einem Vergleich der Hohenprofile (d) bei den verschiedenen Kréften. Auch nach der Einwirkung
von hoher Kraft (blau) auf das Zellmembranfragment kehrt bei erneuter Abbildung mit niedriger
Kraft die Membran in ihre Ausgangsposition zuriick (Vgl. schwarz mit rot).

a)) werden leere Poren iiber 450 nm tief indentiert, wihrend belegte Poren zwischen 50 nm
und 150 nm tief dargestellt werden. Wird die Kraft erhoht, so wird die Zellmembran bis
zu 350 nm tief in eine Pore gedriickt (Abb. 5.3 b)). In einer anschliefenden Abbildung der
Membran mit der urspriinglichen Kraft (Abb. 5.3 ¢)), zeigt sich die gleiche Situation wie in

a). Die Hohenprofile entlang der Linien in Abb. 5.3 a)-c) zeigen, dass sich Zellmembranen
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reversibel indentieren lassen. Die Membran stellt auch nach einer Abbildung mit hoher
Ladekraft (blaue Linie) ihre urspriingliche Form wieder her (rote Linie). Die Hohenprofile
verdeutlichen auch die Heterogenitdt von poreniiberspannenden Zellmembranen, da die

Eindringtiefe um +100 nm variiert.

Das reversible Verhalten der Zellmembranen kann durch einen Vergleich der elastischen
Antwort bei der Indentation und dem Zuriickziehen des Cantilevers verdeutlicht wer-
den. Dies wurde fiir unfixierte (Abb. 5.4 a) und b)) und fixierte (Abb. 5.4 ¢) und d))

Zellmembranfragmente durchgefiihrt. Die Kraft-Indentations-Kurven zeigen sowohl den
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(Topographie, 0.3 nN), unfixiert, (ke = 0.01N/m, vipg = 2 pm/s)

Si/Si02/Poly — D — Lysin,
Rpore = 600 nm, MSCT-C
(ke = 0.01N/m)

Abbildung 5.4: Topographische Aufnahmen von fixierten (a) und unfixierten (¢) Membranfrag-
menten auf pordsen Substraten. An den entsprechenden Markierungen wurden Kraft-Indentations-
Kurven aufgenommen. Dargestellt sind sowohl Indentation (schwarz) der Membran, als auch der
Riickzug (grau) des Cantilevers. Sowohl fiir fixierte, als auch fiir unfixierte Membranen zeigen sich
keine hysteretischen Effekte. Der Prozess der Indentation ist vollstdndig reversibel.

Indentationsvorgang der Membran (schwarz) als auch den Riickweg des Cantilevers (grau).
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Weder fiir fixierte noch fiir unfixierte Zellmembranfragmente wurden hysteretische Effekte
gefunden. Der Prozess der Indentation ldauft vollkommen elastisch und reversibel ab, wie die
Abbildungen 5.3 a)-c) es schon gezeigt haben.

Die Kraftkurven zeigen Indentationstiefen iiber 400 nm ohne Durchbruchsereignisse, jedoch
sind die elastischen Antworten der Zellmembranfragmente in beiden Fallen nur fiir geringe
Indentationen durch ein lineares Verhalten zu beschreiben. Oberhalb von 100 nm weichen

die Indentations-Kurven stark von dem linearen Verhalten ab.

Zellmembranfragmente konnen eine erhebliche Flachenvergrofserung kompensieren ohne
zu zerreiffen. Zusétzlich hat die Fixierung der Membran keinen Einfluss darauf, ob die
Membran zerreifst oder nicht. Dies legt, entsprechend den Ausfiihrungen fiir unterstiitze,
poreniiberspannende Membranen (Abschnitt 4.3.1), den Schluss nahe, dass Material von den
Réndern in die Pore nachfliefft, um den erhéhten Flidchenbedarf zu kompensieren. Wie in
Abschnitt 4 ausgefiihrt, zerreifen Lipiddoppelschichten bei etwa 5% Flachenvergroferung.
Membranen mit einem hohen Proteinanteil konnen bis zu 10% Flachenvergroferung gedehnt
werden [16]. Wird die Fliachenvergroferung durch einen Kegel abgeschétzt, betragen
die Fliachenvergroferungen fiir poreniiberspannende Zellmembranfragmente um die 20%,
ohne Durchbruchsereignisse aufzuweisen. Die Annahme, dass Material von den Réndern
,hachfliekt“ ist die einzige schliissige Erkldrung fiir die gefundenen Eigenschaften der

freistehenden Zellmembranfragmente.

Die Reversibilitdt der Indentation zeigt, dass keine Energie dissipiert wird, d.h. die Membran
verhélt sich vollkommen elastisch. Messungen an ganzen Zellen zeigen oft eine Hysterese
zwischen Indentation und Retraktion des Cantilevers [132]. Dies bedeutet, dass Energie
durch Fliefiprozesse in der Membran abgebaut wird (s. hierzu auch Kapitel 6). Messungen
der apikalen Zellmembran von MDCK II Zellen zeigen eine Hysterese [133]. Es sind jedoch
auch Messungen an Zellmembranen bekannt, die keine oder nur geringe Hysteresen in
Kraft-Abstands-Kurven zeigen [12].

Das nicht-lineare Verhalten in Kraft-Indentations-Kurven bei hohen Eindringtiefen ist die
grofste Abweichung verglichen mit den in Kapitel 4 vorgestellten Experimenten. Zellmem-
branfragmente sind etwa um einen Faktor 10 dicker als Lipiddoppelschichten. Die Annahme
liegt daher nahe, dass Verbiegung der Membran einen wichtigere Rolle einnehmen kann
als fiir kiinstliche poreniiberspannende Lipiddoppelschichten. Ebenso wird Dehnung und
Verbiegung des Netzwerks aus extrazelluldrer Matrix und Zytoskelett einen erheblichen
Beitrag zu der elastischen Antwort geben, sowie die notige Energie um Material von den

Réandern in die Pore zu ziehen.

Die Quantifizierung der Kurven wurde dennoch mittels der apparenten Federkonstante
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durchgefiihrt. Diese wurde iiber einen Indentationsbereich von 50nm bestimmt, da in
diesem Bereich eine annehmbare lineare Anpassung erreicht werden konnte. Wie bereits in
Kapitel 4 beschrieben, wurden Kraft-Indentations-Kurven und Referenz-Kurven auf den
benachbarten Porenrindern aufgenommen, um die elastische Antwort von Zellmembranfrag-
menten zu bestimmen. Betrachtet man typische Indentationsexperimente von unfixierten
Zellmembranfragmenten auf Si/SiOy/Poly — D — Lysine pordsen Substraten (Abbildung
5.5) so stellt man fest, dass auch Randkurven nicht das typische Verhalten auf harten Sub-

straten zeigen. Kraft-Abstands-Kurven auf den Porenstegen zeigen nicht-lineare Ereignisse

(a) 15pumx15pm, Kontaktmodus
(Topographie, 0.3nN), fixiert,
Si/Si0O2/Cr/Au, Rpore = 600 nm,
MSCT-C (k. = 0.01N/m)

1.5 1.5
- 1.0 > 1.0
c c
L o5 Lo5F
00} e S, 0.0} s esimenn
1 | 1 1 1 1 1 1
-200 0 200 400 -200 0 200 400
-h/nm -h/nm

(b)  griine Markierungen in a), MSCT-C  (c) blaue Markierungen in a), MSCT-C
(ke = 0.01N/m, vipg = 2 pm/s), (ke = 0.01N/m, vipg = 2 pm/s),
kapp,100 nm = 0.5 mN/m (rot) Kapp,100 nm = 0.7 mN/m (rot)

Abbildung 5.5: Kraft-Indentations-Kurven auf einem unfixierten Membranfragment an den in
dem Hohenbild (a) angegebenen Positionen. Stets ist der Porenrand (dunkelgriin, dunkelblau) mit
der elastischen Antwort der Membran in der Pore (hellgriin, hellblau) in einem Graphen gezeigt.
Zusétzlich wurde die apparente Federkonstante iiber eine Indentationstiefe von 100nm (rot) be-
stimmt.

von bis zu 100nm Lénge bis der typische Kontakt mit harten Oberflichen entsteht. Da
aus den Abbildungen schon bekannt ist, dass die Dicke einer Membranpriaparation etwa
50nm betragt, lassen sich die Ereignisse auf dem Porenrand durch eine Kompression des

Materials zwischen Spitze und Porenrand erkldren. Die bestimmten apparenten Federkon-
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stanten fiir nicht fixierte Zellmembranfragmente liegen in einem Bereich von 0.2mN/m
bis 2.5mN/m bei einer maximalen Eindringtiefe von 100nm. Der Mittelwert wurde zu
(kapp) = (0.8 £ 0.4)mN/m bestimmt. Wie bereits der Fehler der mittleren apparenten
Federkonstante andeutet, streuen die Ergebnisse sehr stark. Dies verdeutlicht nochmals
die Heterogenitit von nativen Membranen. Die apparente Federkonstante variiert stark
innerhalb eines Membranfragmentes. Die vorgestellten Experimente lassen folgende Aus-

sagen fiir poreniiberspannende, basolaterale Zellmembranfragmente von MDCK 11 Zellen zu:

e Basolaterale Zellmembranfragmente von MDCK II Zellen zeigen ein vollkommen ela-
stisches, reversibles Verhalten.

e Die apparenten Federkonstanten sind entsprechend der Heterogenitiat der Membran
breit verteilt.

e Fliachenvergroferungen von bis zu 20% fithren nicht zu der Zerstorung der Membran.

5.3 Einfluss der Fixierung auf die Elastizitat

Fixierung einer Zellmembran durch Paraformaldehyd fiihrt zu einer Vernetzung der Biopo-
lymere (z.B. Proteine) und somit zu einer Stabilisierung der Zellmembran. In Abbildung 5.6
sind Kraft-Indentations-Kurven und deren Positionen in einem Hohenbild auf einem fixierten
Zellmembranfragment dargestellt.

Fixierte Fragmente zeigen deutlich hohere Kréafte bei gleichen Eindringtiefen als unfixierte
Proben (vgl. Abbildung 5.2). Vergleicht man die hier fiir fixierte Membranen gefunde-
nen apparenten Federkonstanten mit denen aus Abbildung 5.5, so erkennt man an den
Zahlenwerten, aber auch an der Kurvenform, dass eine Versteifung stattgefunden hat.
Dies war zu erwarten, doch streuen die Ergebnisse fiir die apparenten Federkonstanten
bei fixierten Proben noch stéarker (von 1.4mN/m bis zu 8 mN/m), wie ein Vergleich der
Histogramme in Abb. 5.7 zeigt. Im Mittelwert wurde (k,,,) = (4 £ 2)mN/m gefunden.
Trotz der sehr breiten Verteilung beider Histogramme zeigt ein Student-t-Test einen
signifikanten Unterschied fiir fixierte und unfixierte Membranen. Sie zeigen, ebenso wie die
Mittelwerte der apparenten Federkonstanten, den Effekt der Versteifung durch die Fixierung
der Zellmembranfragmente. Ein dhnlicher Befund iiber die Fixierung konnte fiir apikale
Zellmembranfragmente von MDCK II Zellen gezeigt werden [133|. Indentationsexperimente
eines Membranfragmentes, vor und nach Fixierung, zeigen deutlich eine Versteifung der

Membran. Die bereits getroffenen Aussagen lassen sich hierdurch erweitern:

e Eine Fixierung der Membran fithrt zu hoheren und breiter verteilten apparenten

Federkonstanten.
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(a) 16.5pumx16.5 pm, Kontaktmodus
(Topographie, 0.3 nN), fixiert,
Si/Si0O2/Cr/Au, Rpore = 600 nm,
MSCT-C (k. = 0.01N/m)
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(b)  griine Markierungen in a), MSCT-C  (c) blaue Markierungen in a), MSCT-C
(ke = 0.01N/m, vrpg = 2 pm/s), (ke =0.01N/m, vrpg = 2 pm/s),
kapp,100nm = 2.7mN/m (rot) kapp,100nm = 3.3mN/m (rot)

Abbildung 5.6: Kraft-Indentations-Kurven an einem mittels Paraformaldehyd (4%aq, 40 min) fi-
xierten Membranfragment an den in dem Hohenbild (a) angegebenen Positionen. Stets ist der Po-
renrand (dunkelgriin, dunkelblau) mit der elastischen Antwort der Membran in der Pore (hellgriin,
hellblau) in einem Graphen gezeigt. Zusétzlich wurde die apparente Federkonstante bis zu einer
Indentationstiefe von 100 nm (rot) bestimmt.

5.4 Einfluss von ECM und Zytoskelett

Sowohl die Verteilung von Aktinfilamenten innerhalb des Zellmembranfragmentes, als auch
die von der Zelle gebildete extrazellulare Matrix, sind sehr inhomogen und fiir die breite
Verteilung der apparenten Federkonstanten verantwortlich. Hohenbild und Héhenprofil
in Abbildung 5.8 zeigen deutlich Filamente mit einer Hohe von bis 100nm. Die exakte
Hohenbestimmung ist aufgrund des inhomogenen Untergrunds nicht moglich. Es ist aber
offensichtlich, dass die Filamente auch Poren iiberspannen und daher ebenfalls einen Beitrag

zu der Biegesteifigkeit geben.

Mittels Rasterelektronenmikroskopie ist es moglich, Aufnahmen des Materials iiber den
porosen Substraten zu machen. Die Préparation solcher Proben erfordert einerseits fixierte

Proben und andererseits kann, da die Messungen bei Driicken im Bereich von 107 bar
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Abbildung 5.7: Histogramm (Wahrscheinlichkeitsdichte P(k)) der apparenten Federkonstanten
von fixierten (a) und unfixierten (b) Zellmembranfragmente. Eine Fixierung fiithrt zu einer deutlichen
Erhohung aber breiter verteilten apparenten Federkonstante.
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Substrate

Abbildung 5.8: Abbildung eines Zellmembranfragmentes mit stark ausgeprigten Filamenten. Die-
se restlichen Teile des Zytoskeletts iiberspannen auch die Poren. Ein Hohenprofil zeigt eine Fila-
menthoéhe von 50 bis 100 nm.

durchgefiihrt werden, davon ausgegangen werden, dass nur extrazellulire Matrix und
Zytoskelett abgebildet werden, da Lipiddoppelschichten bei dem Trocknungsvorgang
zerstort werden. Abbildung 5.9 vergleicht die Steifigkeit von Zellmembranen anhand von
solch einer rasterelektronenmikroskopischen Aufnahme. Das generelle Verhalten der Kurven
ist in Abhéngigkeit vom Zytoskelett und extrazelluldrer Matrix deutlich unterschiedlich.
Je mehr Material in der REM Aufnahme dargestellt ist, desto steiler steigen die Kraft-
Indentations-Kurven an, und zeigen auch in dem anfénglichen linearen Bereich hohere

apparente Federkonstanten.

Dies kann auch durch einen Vergleich der apparenten Federkonstanten, der Topographie
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(a) 16.5 umx16.5 um, Kontaktmodus (b) 16.5 umx16.5 um, REM, fixiert
(Topographie, 0.3nN), fixiert,
Si/SiOg/Poly — D — Lysin,
Rpore — 600 nm, MSCT-C
(ke = 0.01N/m)
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(c) Kraft-Abtstands-Kurven (hellblau: (d) Kraft-Abtstands-Kurven (hellgriin:

poreniiberspannende Membran, poreniiberspannende Membran,
dunkelblau: Porenrand), MSCT-C dunkelgriin: Porenrand), MSCT-C
k=0.01N/m, kqpp = 2.8 mN/m k=0.01N/m, kqpp = 1mN/m

Abbildung 5.9: Vergleich von REM und topographischer Aufnahme eines fixierten Membranfrag-
mentes. Das REM Bild zeigt gut die extrazelluldre Matrix und Zytoskelett. Anhand von Poren mit
viel und wenig Material wird anschaulich der Einfluss von Filamenten und ECM dargestellt.

und der Farbung des Aktins innerhalb eines Patches verdeutlicht werden. Die dreidi-
mensionale Darstellung in Abbildung 5.10 verdeutlicht die Topographie, welche mittels
einer Fluoreszenzaufnahme des Aktins innerhalb des Membranfragmentes (gefarbt durch
Alexa(488)-Phalloidin) texturiert wurde. Durch eine Balkendarstellung ist die apparente
Federkonstante fiir einzelne Poren graphisch eingefiigt worden. Deutlich zeigen Positionen
mit einem erhohten Aktingehalt auch eine erhohte Steifigkeit des Membranfragments.
Daraus lédsst sich schliefen, dass die elastische Antwort von Zellmembranfragmenten
deutlich von der vernetzten Struktur des Zytoskeletts und der ECM beeinflusst wird.
Zusétzlich wurde durch Behandlungen mit Mercaptoethanol und DNAse I das Zytoskelett
von Zellmembranfragmenten abgebaut. Dies fithrte zu einer Reduzierung der apparenten
Federkonstante um 65% bzw. 44% [52]|. Sowohl Fixierung, als auch Abbau des Zytoskeletts
verdeutlichen dessen Einfluss auf die Biegesteifigkeit von Zellmembranfragmenten. Die

Annahmen zu den mechanischen Einfliissen wahrend der Indentation von Zellmembranen
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Abbildung 5.10: Darstellung der apparenten Federkonstanten in einem Vergleich mit Topographie
(3D) und Aktingehalt (griine Farbung) des Membranfragments. Hohere Fluoreszenzintensititen be-
deutet einen erhohten Aktingehalt und zeigen, durch Balken dargestellt, auch eine erhohte apparente
Federkonstante.

lassen sich nochmals erweitern:

e Die apparente Federkonstante nimmt mit steigendem Aktingehalt in der Membran zu.

5.5 Diskussion nativer Zellmembranfragmente

Im Vergleich zu den artifiziellen Systemen liegen die apparenten Federkonstanten der
nativen Zellmembranen zwischen den stark vorgespannten hybriden, poreniiberspannen-
den Membranen und den weniger stark gespannten unterstiitzten, poreniiberspannenden
Membranen. Da Zellmembranfragmente deutlich dicker sind als die artifiziellen Modell-
systeme, kommt der Einfluss durch Verbiegung bei wesentlich geringeren Eindringtiefen
zum Tragen. Die Indentationsexperimente zeigen insgesamt eine hoéhere Vergleichbarkeit
mit den unterstiitzten, poreniiberspannenden Lipiddoppelschichten, als mit den hybriden,

poreniiberspannenden Membranen.

Vergleichbar zu den hier gefundenen Ergebnissen beziiglich des Einflusses des Zytoske-
letts, fanden Merkel et al. [7] durch Untersuchungen an ganzen Zellen einen Einfluss des
Zytoskeletts auf die elastischen Eigenschaften der Zellmembran. Mikropipetten Aspirati-
onsexperimente an Dictyostelium und Mutanten, denen Myosin II, Talin oder beides fehlte,
wurden von Merkel et al. durchgefiihrt. Beide Proteine sind wichtige Membrananker fiir das
Zytoskelett. Es wurde in dieser Veroffentlichung gezeigt, dass die Kopplung der Membran
an das Zytoskelett zu einer erheblichen Versteifung und somit einer Stabilisierung fiihrt.
Mutanten waren nicht immer in der Lage sich selbstindig aus der Pipette zuriickzuziehen.

Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit dem Befund, dass Positionen mit erhohtem Anteil
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von Zytoskelett auch hohere elastische Antworten zeigen. Der wesentliche Unterschied ist
die hohere Ortsauflosung der hier vorgestellten Methodik. Wéahrend bei Aspirationsexperi-
menten Aussagen iiber die gesamte Zelle getroffen werden, konnte hier eine mikroskopische

Aussage tiber die Kopplung zwischen Membran und Zytoskelett getroffen werden.

Messungen an der apikalen Zellmembran von MDCK II Zellen zeigen fiir unfixierte Mem-
branfragmente vergleichbare apparente Federkonstanten zu den hier gezeigten basolateralen
Membran [133] ((kappapikar) = (0.9 £ 0.5)mN/m und (kepppasar) = (0.8 £ 2)mN/m).
Diese Experimente wurden in der gleichen Weise durchgefiihrt und ausgewertet, wie es
in dieser Arbeit beschrieben ist. Durchbruchsereignisse wurden auch im Falle von apika-
len Membranen nicht detektiert. Obwohl die Zellen polar sind, weisen beide Zellseiten
ahnliche mechanische Eigenschaften auf. Teilweise ist dies auf die Praparationstechnik
zuriickzufithren. Auch fiir die Praparation der apikalen Membran wurden die Zellen durch
osmotischen Druck aufgeblaht und somit Mikrovilli auf der Zelloberseite geglittet. Fixierung
der apikalen Membran fiihrte ebenfalls zu einer Erhohung der apparenten Federkonstante.
Fiir apikale Zellmembranen konnte gezeigt werden, dass Fixierungen mit Paraformaldehyd
(PFA) weniger effektiv sind als solche mit Glutardialdehyd (GDA). GDA bewirkt eine
wesentlich effektivere Vernetzung in der Zellmembran [11]. Der Effekt der Fixierung auf
die apparente Federkonstante war fiir apikale Membranen wesentlich geringer als fiir
basolaterale Membranen. In basolateralen Membranfragmenten zeigt die Fixierung ungefahr
ein Erhéhung um den Faktor 4 in der apparenten Federkonstante, wéhrend in apikalen
Fragmenten nur eine Verdopplung erreicht wird. Dennoch ist die Verteilung der apparenten
Federkonstante, in beiden Féllen nach der Fixierung stark verbreitert.

Im Gegensatz zu der Reversibilitat der basolateralen Membran, zeigen apikale Membranen
ein viskoelastisches Verhalten. Mit steigender Geschwindigkeit wird eine Hysterese zwischen
Indentation und Retraktion des Cantilevers sichtbar. Ahnliche Eigenschaften wurden an
menschlichen Neutrophilen bereits gemessen [123|. Die Hysterese der Indentation von Zellen
und Zellmembranen nimmt mit steigender Geschwindigkeit zu. Nach Fixierung zeigen
die Zellmembranfragmente keine oder nur eine sehr geringe Hysterese verglichen mit den

unfixierten Membranen.

Indentationsexperimente mittels Rasterkaftmikroskopie an freistehenden Membranen von
Gram-negativen murei sacculi aus escherichia coli und pseudomonas aeruginosa zeigen im
Gegenzug keine hysteretischen Effekte [12]|. Fiir die Experimente wurde diese Membranen
getrocknet und rehydriert, daher kann angenommen werden, dass in diesem Fall Lipiddop-
pelschichten grofsteils zerstort wurden und Zytoskelett sowie restliche Proteine den grofsten

Einfluss auf die Messungen haben.

Allgemein zeigt dies, dass fiir die elastischen Eigenschaften von Zellmembranfragmenten ein
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erheblicher Einfluss von Biopolymeren in und an der Membran besteht. Fiir basolaterale
Membranen ist eine Fixierung mit PFA sehr effektiv, dies bedeuetet, dass der Einfluss des
Zytoskeletts fiir diese Membran wesentlich grofer ist als fiir apikale Zellmembranfragmente.
Diese Aussage wird unterstiitzt durch Mikropipetten Aspirationsexperimente 7], welche fiir
Zellen mit einer guten Kopplung zwischen Membran und Zytoskelett hohere Riickstellkréfte
fanden. Zusammengefasst sind folgende Aussagen fiir poreniiberspannende Zellmembran-

fragmente moglich:

e Basolaterale Zellmembranfragmente von MDCK II Zellen zeigen ein vollkommen ela-
stisches, reversibles Verhalten.

e Flachenvergrofserungen von bis zu 20% fiihren nicht zu der Zerstorung der Membran.

e Die apparenten Federkonstanten sind entsprechend der Heterogenitdt der Membran
breit verteilt.

e Die apparente Federkonstante nimmt mit steigendem Aktingehalt in der Membran zu.

e Die Fixierung der Zellmembran fiihrt zu einer etwa fiinfmal hoheren, aber auch breiter
verteilten apparenten Federkonstante.

e Durch die strukturierten porosen Substrate ist es moglich eine Karte der elastischen

Antworten eines Zellmembranfragments zu erstellen.

Durch die Kartierung der apparenten Federkonstante konnte ein Zusammenhang zwischen
vorhandenem Zytoskelett und apparenter Federkonstante verdeutlicht werden. Messungen
an ganzen Zellen fiihren zu gemittelten Werten iiber ein System, das auf kleinen Grofsen
sehr inhomogen ist. Dies zeigt die Notwendigkeit, Untersuchungen auf einer sub-Mikrometer
Skala durchzufiihren, um die Einfliisse einzelner Komponenten, wie z.B. die Kopplung von

Aktin und Zellmembran, ortsaufgelost zu untersuchen.



88 KAPITEL 5. ERGEBNISSE UND INTERPRETATION - ZELLMEMBRANEN



Kapitel 6

Mechanik porenuberspannender

Membranen

Lipiddoppelschichten, der Hauptbestandteil von Zellmembranen, bilden eine ultra diinne,
hoch flexible Membran. Das Studium der mechanischen Eigenschaften diinner Filme ist
schon seit langem ein reges Betétigungsfeld, sowohl theoretischer als auch experimenteller
Natur [12, 15, 16, 134-139|. Ziel ist es, die Mechanik der Deformation diinner Filme
zu verstehen, Eigenschaften, wie das Elastizitatsmodul, zu bestimmen um letztlich die
Mechanik einer Zelle zu verstehen und nachahmen zu koénnen. Die Kombination von
Eigenschaften in natiirlichen Membranen ist bis heute durch synthetische Membranen
noch unerreicht. Doch neuere Konzepte, wie Polymerosome aus Blockcopolymeren [140],
ahmen das natiirliche Verhalten von Lipiddoppelschichten nach. Es ist daher notwendig die

mechanischen Eigenschaften natiirlicher und nachgeahmter Systeme zu vergleichen.

Im Rahmen dieses Kapitels werden Modelle, zur Beschreibung der Deformation von runden,
freistehenden Membranen vorgestellt. Es wird deren Anwendbarkeit auf die unterschiedli-
chen experimentellen Daten zur Indentation kiinstlicher und natiirlicher Membranen disku-
tiert. Durch ein geeignetes Modell werden die mechanischen Parameter poreniiberspannen-
der Membranen charakterisiert und die Vergleichsmdglichkeiten der Modelle zu natiirlichen

Membranen diskutiert.

89



90 KAPITEL 6. MECHANIK PORENUBERSPANNENDER MEMBRANEN

6.1 Vergleich von Modellen und Experimenten

Fiir die Bestimmung der mechanischen Parameter aus den experimentellen Daten, werden
theoretische Ansétze aus der Literatur vorgestellt, und auf Thre Anwendbarkeit tiberpriift.
Hierzu werden die experimentellen Befunde der hybriden, poreniiberspannenden Membranen
und deren Implikation fiir ein Modell diskutiert. Folgende Fragestellungen werden hierzu
bearbeitet:

Kann das Material als isotrop angenommen und als Kontinuum betrachtet werden?

Zeigt das Material elastische, plastische oder viskoelastische Eigenschaften bei der De-

formation?

Welche Deformationen kénnen beitragen: Verbiegung, Dehnung, Scherung?
e Was passiert an den Réndern der Membran: Sind diese festgeklemmt oder frei beweg-

lich? Existiert ein Membranreservoir auf dem Randbereich?

Existiert eine Vorspannung in der Membran?

6.1.1 Kontinuumsannahme

Grundlage der meisten theoretischen Modelle ist die Annahme einer isotropen Membran,
welche als ein Kontinuum beschrieben werden kann. Dies ist gegeben, wenn die Ausmalse
der Membran sehr grofs gegen die Dimensionen eines Lipids sind. Zusétzlich muss die
Deformation klein, verglichen mit den Ausmafen der Membran, sein. Die Dicke der
Membranen liegen bei 4-6 nm [2|, wohingegen die Geometrie der Poren in den vorgestellten
Experimenten (s. Abbildung 4.1) bei einigen hundert Nanometern liegt. Die Annahme eines

Kontinuums kann daher fiir die Ebene der Membran erfiillt werden [15].

Isotropie ist die Unabhéngigkeit einer oder mehrerer Eigenschaften, wie z.B. das Elastizitéts-
modul von den rdumlichen Richtungen. Fiir fluide Lipiddoppelschichten kann, aufgrund von
fehlender Fernordnung, ein isotropes Verhalten der Eigenschaften in der Ebene der Mem-
bran angenommen werden [6, 141]. Im Weiteren werden Membranen als isotrope, homogene,

kontinuierliche zweidimensionalen Korper betrachtet.

6.1.2 Deformationen einer Membran

Wirkt eine dufere Kraft F' auf eine Membran ein, so kann diese deformiert werden. Es muss
zwischen elastischer, plastischer und viskoelastischer Deformation unterschieden werden. Die
Unterschiede sollen hier, anhand der Verformung eines Flachensegmentes mit der Flache Ay,
fiir einfache Fille veranschaulicht werden. Abbildung 6.1 zeigt die Deformation des Flachen-

segments durch Dehnung um den Betrag AA unter Einwirkung einer Kraft F' entlang der
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x-Koordinate. Drei fiir biologische Proben relevante Fille konnen unterschieden werden:

1. Elastische Materialien: Der Korper relaxiert in seinen Ursprungszustand Ag zuriick.
Dies ist im einfachsten eindimensionalen Fall durch eine Hooksche Feder beschreibbar.
Diese zeigt kein zeitabhéngiges Verhalten. Die durch die Dehnung der Feder in dieser
gespeicherte Energie wird nach Abschalten der Kraft vollstdndig wieder hergestellt.

2. Viskoelastische Fliissigkeit (Maxwell Modell): Die Kombination von Feder und Das-
hpot in einer Reihe beschreibt viskoelastische Fliissigkeiten. Durch Einwirkung einer
Kraft wird der Dashpot und die Feder gedehnt. Es wird mehr Energie in dem Dashpot
dissipiert je langer die Kraft auf das Element einwirkt oder je langsamer die Kraft ap-
pliziert wird. Wird die Kraft abgeschaltet kehrt die Feder in Thren Ursprungszustand
zuriick. Das gesamt Element bleibt jedoch, aufgrund der bereits im Dashpot dissipier-
ten Energie (dem gedehnten Zustand), in einem gestreckten Zustand Ag + AA’, mit
AA" < AA.

3. Viskoelastische Festkorper (Kelvin-Voigt Modell): Bei Abschalten der Kraft kehrt das
Material in seinen Ursprungszustand Ag zuriick. Die parallele Schaltung einer Feder
mit einem Dashpot zeigt, dass in diesem Material eine Riickstellkraft existiert, da die
Feder die gespeicherte Energie vollstandig wiederherstellen kann. Die Riickkehr des
Kelvin-Voigt Elements in den Ausgangszustand Ag ist durch die Energiedissipation

des Dashpots beeinflusst und erfolgt innerhalb einer endlichen Zeit.

Die vorgestellten Experimente zu hybriden, poreniiberspannenden Membranen (s. 4.2.2)
zeigen ein kein geschwindigkeitsabhéngiges Verhalten (s. Abbildung 4.9). Daher kann
davon ausgegangen werden, dass keine Energie wahrend der Indentation dissipiert und die

Membran voll elastisch deformiert wird.

Die Richtung der wirkenden Kraft ist durch das experimentelle Vorgehen (s. Abbildung 4.8)
auf Krafte entlang der Normalen der Membran beschréankt. Weiterhin wurden die Membra-
nen stets zentral indentiert und durch die Struktur des Substrates (s. Abbildung 4.1) kann
die Diskussion auf runde, zentrosymmetrische Membranen beschrénkt werden. Schema 6.1 b)
zeigt die moglichen Deformationen eines Flachenelements unter Berticksichtigung der experi-
mentellen Vorgaben und unter der Annahme eines zentrosymmetrischen Systems: Dehnung,
Verbiegung durch Kréfte entlang der Flichennormalen und Scherung.

Im Allgemeinen werden Modelle, welche die Streckung von Membranen beschreiben der
Membrantheorie zugeordnet und das Verbiegen durch die diinne-Platten-Theorie beschrieben
[139]. Um die experimentellen Daten mittels geeigneter Modelle auszuwerten, muss zunéchst
der energetische dominierende Beitrag wihrend der Membrandeformation identifiziert wer-
den. Hierzu werden die einzelnen Beitrage erlautert und charakteristische Kraft-Abstands-

Beziehungen gezeigt.
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Abbildung 6.1: a) Darstellung der elastischen, plastischen und viskoelastischen Deformation eines
Flachenelements Ag. Entlang einer Raumrichtung wirkt eine Kraft F' und streckt das Element um
AA. Wird die Kraft abgeschaltet, sind drei mogliche Relaxationsprozesse dargestellt: 1. Elastische
Materialen, 2. Viskoelastische Fliissigkeiten (Kelvin-Voigt Modell) und 3. Viskoelastische Festkorper
(Maxwell Modell). Die mechanischen Bauelemente verdeutlichen diese Prozesse. Elastische Relaxa-
tion heiftt, der Korper kehrt in den Ausgangszustand zuriick. Die in der Feder gespeicherte Energie
wird vollstdndig wiederhergstellt. In viskoelastischen Fliissigkeiten wird in dem Dashpot Energie
dissipiert. Je nach zeitlicher Dauer und Applikationsgeschwindigkeit wird das Dashpot gedehnt und
die Energie, der in Reihe geschaltetem Feder, zu Teilen dissipiert. So kann bei Abschalten der Kraft
das Material nicht in den Ausgangszustand zuriickkehren, sondern behélt einen gedehnten Zustand
bei. Viskoelastische Festkorper werden durch eine parallele Schaltung eines Dashpot zu einer Feder
beschrieben. Dies heifst, der deformierte Korper kehrt in den Ausgangszustand zuriick sobald die
externe Kraft abgeschaltet wird, da die Feder eine Riickstellkraft besitzt. Das Dashpot beschreibt
ein Fliekverhalten des Korpers welches bei der Relaxation ein zeitabhidngiges Verhalten der Entspan-
nung des Materials verursacht. b) Mogliche Deformationen durch Streckung/Kompression, Biegen
oder Scherung der Membran.
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Scherung

Evans et al. [6] zeigten, dass Scherverformung innerhalb einer fluiden Lipiddoppelschicht
keinen Einfluss haben, und das Schermodul verschwindet. Folglich ben6tigt Scherverformung

keine Energie und die Riickstellkraft wird durch Biegung oder Dehnung verursacht.

Dehnung

Eine einfache Annahme fiir die Beschreibung einer Membrandeformation durch Dehnung ist
die Annahme eines zweidimensionalen Hookschen Gesetztes. Wie in Abbildung 6.1 b) fiir die
Dehnung eines Elements mit der Fliche A gezeigt, wird eine homogene Spannung an den

Réndern angelegt. Die auftretende Spannung innerhalb des Fléchenelements ist dann
oc=K A (61)

Mit Ay der Fliache des Korpers im Ausgangszustand, AA = A — Ay der Flachenvergrofe-
rung und K4 dem Flachenkompressionsmodul. Durch Integration der Spannung iiber die

Flachenénderung wird die Energie fiir die Streckung der Membran bestimmt

Ka(AA)?

Espreer, = [ dAo = ———. 6.2
e = [ dAg = TS (62
Die Kraft als Funktion der Auslenkung der Membran wird durch Ableiten von Gleichung
6.2 nach der Auslenkung h gefunden. Hierzu muss die Flache bekannt sein. Experimentell
wurde die Flachenverdnderung einer runden Membran durch die Annahme einer kegelformi-
gen Deformation bestimmt (s. Kapitel 4 und Abbildungen 5.3 a) und b)). Setzt man diese

Annahme in Gleichung 6.2 ein und bildet die Ableitung, so findet man fiir die Kraft

h KA (ﬂ. R%’ore -m RPOT@ h2 + R%’ore)
F(h) = — — : (6.3)
RPOT‘B h + RPore

Abbildung 6.2 a) und b) zeigen schematisch den Indentationsvorgang fiir eine kegelformige
Membran bei Einwirkung einer zentralen Kraft auf den Mittelpunkt. Der Zusammenhang
zwischen Kraft und Indentation ist nicht linear, wie in Abbildung 6.2 c) gezeigt wird. Fiir
die Berechnung wurde ein Flachenkompressionsmodul von K4 = 0.2N/m verwendet, wie
es experimentell fiir viele fluide Lipide gefunden wird [2]. Andere Beschreibungen zeigen
ahnliche Kraft-Indentations-Beziehung. Fiir eine festgeklemmte Platte wurde, ausgehend von
der vereinfachten Reissner Theorie [142] von Komaragiri et al. [137] unter der Annahme, dass
Biegeenergien vernachléssigt werden konnen, ein kubischer Zusammenhang zwischen Kraft

und Eindringtiefe gezeigt,
1

R2

Pore

F(h) =g(v) Edh®. (6.4)
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(c¢) blau: Glg. 6.4, rot: Glg. 6.3

Abbildung 6.2: Darstellung von Kraft-Indentations-Kurven einer poreniiberspannenden Membran
durch eine zentrale, punktuell wirkende Kraft. Gleichungen 6.3 (rot) und 6.4 (blau). Deutlich ist
ein nicht linearer Zusammenhang zwischen Kraft und Eindringtiefe zu erkennen.

v ist die Poissonzahl, E das Elastizitdtsmodul, d die Dicke der Membran, h die Auslenkung
der Membran bzw. die Eindringtiefe und Rpo,. der Porenradius. Es gilt g(0.33) = % [137],
wie es in der Literatur fiir Lipiddoppelschichten angenommen wird [2|. Gleichung 6.4 ist

eine Beschreibung fiir Membranen ohne Vorspannung.

Das Flachenkompressionsmodul héangt iiber K4 = F ed von dem Elastizitdtsmodul ab. d be-
schreibt die Dicke der deformierten Membran. Das Elastizitdtsmodul fiir homogene, isotrope
Materialien ist bestimmt durch das Biegemodul s und die Poissonzahl v des deformierten

Materials
ka (1 —v?)

d3

« ist eine Konstante, die abhéngig von dem verwendeten Modell fiir eine starre Platte oder

E = (6.5)

zwei beweglichen Schichten, Werte von o € {12,24,48} annehmen kann [2|. Hierbei ent-
spricht 12 der starren Platte, 48 zwei unabhéngigen Schichten und 24 zwei Schichten, die
durch Reibung im Kontakt stehen.

Experimentell wird bei Deformation von hybriden, poreniiberspannenden Membranen eine
lineare Antwort gefunden, wodurch eine erste Quantifizierung durch die apparente Feder-
konstante moglich ist, wie es Abbildung 4.7 gezeigt wird. Es wurde bereits in Kapitel 4.2
diskutiert, dass die freie Energie des poreniiberspannenden Membranteils grofser ist, als die

der auf den Porenstegen adhérierten Membran. Dies fithrt zu einer Spannung innerhalb der
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Abbildung 6.3: Darstellung des Zusammenhangs zwischen Kraft und Eindringtiefe fiir das Verbie-
gen einer Membran, nach Gleichung 6.7. Fiir die Rechnung wurden folgende Parameter verwendet:
Rpore = 225nm, v = 0.33, £ = 34 MPa.

Membran. Ein Modell, das von einer nicht vorgespannten Membran ausgeht und nur auf-
tretende Spannungen wahrend der Indentation beriicksichtigt, ist folglich keine hinreichende

Beschreibung.

Biegung

Die verschiedenen Beitriage zeigen unterschiedliche Abhéngigkeit der Kraft von der Verfor-
mung der Membran. Die Verbiegung einer runden, festgeklemmten Platte durch eine punkt-

formige Kraft erfordert eine Energie Ep;., von [139]
RPor'e
Epeg = 7 / dr r(k(AR)2). (6.6)
0

Die Kraft ist die Ableitung der Energie nach der Eindringtiefe F'(h) = —%. Fiir die
Bestimmung eines Ausdruckes fiir die Abhéngigkeit der Kraft F'(h) von der Eindringtief h
muss angenommen werden, dass die auftretenden Gradienten klein sind. In der Folge meint
dies, dass die Kriimmungen klein gegen die Dimensionen der Membran sind. Komaragiri
et al. fiihren fiir eine Platte, die durch eine zentrale, punktférmige Kraft verbogen wird,

folgenden Zusammen zwischen Kraft und Auslenkung der Membran an [137]:

F(h) = 3 fﬂﬁij h. (6.7)

Pore

Abbildung 6.3 zeigt eine mit Gleichung 6.7 berechnete Kraft-Indentations-Kurve. Das Ela-
stizitdtsmodul lésst sich fiir v = 0.33 und d = 6 nm in ein Flachenkompressionsmodul von
K4 = 0.204 N/m umrechnen. Die Abbildungen 6.2 und 6.3 beschreiben daher Membranen
mit gleichen physikalischen Eigenschaften.

Ist der dominierende energetische Beitrag wahrend der Deformation einer freistehenden

Membran deren Verbiegung, so findet sich ein linearer Zusammenhang zwischen Kraft und
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Aiéh) der modellierten Kraft-Abstands-

Kurven (s. Abbildung 6.3) ist in der Grofenordnung von 107°N/m bis 107* N/m, wenn

physikalisch sinnvolle Parameter fiir Lipiddoppelschichten und Porenradien von 225 nm bis

Auslenkung der Membran. Die Steigung kpieq =

600 nm angenommen werden. Verglichen mit den apparenten Federkonstanten der hybriden,
poreniiberspannenden Lipiddoppelschichten (s. auch Tabelle 6.2) ist dies ein Faktor 10 bis
100 zu niedrig.

Strecken vs. Biegen

Die Unterscheidung, ob die dominierenden energetischen Beitrdge wéihrend der Indentati-
on aus Dehnung oder Biegung der Membran kommen, kann durch zwei, von Komaragiri et
al. [137| vorgeschlagene Parameter, der Vorspannung « und der Load 7 bestimmt werden.
Die Giiltigkeit dieser Parameter ist auf runde, isotrope Membranen, welche an den Réan-
dern fixiert sind, beschrankt. Hierbei werden, wie in Abbildung 6.4 gezeigt, zwischen Bie-
gung, Dehnung und einer vorgespannten Membran unterschieden. Vorspannung bedeutet,
dass durch eine konstante Kraft an den Réndern der Membran, diese bereits eine Dehnung
erfahrt ohne durch eine Indentation ausgelenkt zu werden. Die Load ~y (s. Gleichung 6.8)
ist eine Darstellung der wirkenden Krifte, skaliert mit der Geometrie des Systems und den
mechanischen Parametern der Membran. Die Vorspannung « (s. Gleichung 6.9) ist ein ana-
log der Load skalierter Parameter, welcher die Vorspannung ey in der Membran beschreibt.
€o ist die Dehnung der Membran ohne ausgelenkt zu sein, wobei ¢y = 1 einer Dehnung von
100% entspricht.

F
log ( 27ER Pmd)

fy =
. d
IOg (Rpore 12(1—1/2))

log (eo)

4
log (Rpm 12(1—u2))

Abbildung 6.4 zeigt in Abhéngigkeit dieser beiden Parameter drei Regionen. In Region

(6.8)

(6.9)

o =

1 muss hauptsichlich Energie zur Verbiegung der Membran aufgebracht werden. Die
Beschreibung erfolgt hier durch die diinne-Platten-Theorie. Region 2 beschreibt vorge-
spannte Membranen, welche durch linearisierte Membrantheorien beschrieben werden
konnen. Region 3 beschreibt Membranen, deren benétigte Energie zur Deformation durch
Flachenveranderung verursacht wird und durch nicht lineare Membrantheorien beschrieben
werden kann. In Abbildung 6.4 sind Bereiche fiir die vorgestellten Experimente an hybriden,
poreniiberspannenden Membranen (s. Abschnitt 4.2) markiert. Die Parameter v und «
wurden fiir artifizielle Membranen mit den in Tabelle 6.1 angegebenen minimalen und
maximalen Werte bestimmt. Diese Werte sind einerseits durch experimentelle Vorgaben

(Rpore, F) und andererseits durch bekannte Daten aus der Literatur ermittelt worden.
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Abbildung 6.4: In der Abbildung sind 3 Regionen in Abhéngigkeit des Vorspannungs- und des
Ladeparameters voneinander abgegrenzt. Die einzelnen Regionen stehen fiir unterschiedliche energe-
tische Beitrage wahrend der Deformation einer runden Membran und somit auch fiir die Anwendung
unterschiedlicher theoretischer Modelle. Region 1 wird durch die diinne Platten Theorie beschrieben,
Region 2 durch linearisierte Membrantheorie und Region 3 durch nicht lineare Membrantheorien
[137]. Der Bereich fiir die Experimente an hybriden, poreniiberspannenden Membranen ist ebenfalls
in der Grafik markiert.

’ ‘Rpo,ne/nm‘F/nN‘E/MPa‘d/nm‘eo‘
Min 225 0.01 1 4 0
Max 600 5) 100 6 0.05

Tabelle 6.1: Minimale und maximale Werte, um die maximalen und minimalen Werte der Para-
meter v und « entsprechend Gleichungen 6.8 und 6.9 zu bestimmen.

€0,maz 18t fiir Lipiddoppelschichten bekannt 28|, ebenso die Dicke von Lipiddoppelschichten
[8]. Die Werte fiir das Elastizitdtsmodul wurde entsprechend Gleichung 6.6 mit v = 0.33,
den angegebenen Dicken und Biegemodulen von 107*J < k < 107'7J bestimmt. Als
Wertebreiche fiir die Beschreibung von hybriden poreniiberspannenden Membranen wur-
devy € {04,...,2.2} und o € {0.5, ..., 1.3} gefunden, wie es in Abbildung 6.4 eingezeichnet ist.

Es ist zu beachten, dass diese Parameter nur fiir eine punktférmig auf die Mitte der runden
Membran einwirkende Kraft giiltig sind. AFM Spitzen sind im Bereich von 10-20 nm,
wahrend die kleinsten verwendeten Poren um einen Faktor 10 grofer sind. Die Annahme ist

folglich eine giiltige Néherung.

Die Annahme einer eingeklemmten Platte ist ebenfalls gerechtfertigt fiir hybride, poreniiber-
spannende Membranen. Es ist bekannt, dass Lipiddoppelschichten oberhalb einer kritischen
Flachenvergroferung reifsen [28]. Experimentell wurde, wie in Abschnitt 4 durch die

Histogrammanalysen verdeutlicht, das Durchbrechen der hybriden, poreniiberspannenden
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Membranen beobachtet. Daher steht dieser Membran in erster Naherung kein Reservoir zur
Verfiigung um Fléchenveréinderungen zu kompensieren. Die Annahme einer eingeklemmten

Platte ist daher zuldssig.

Nach Abbildung 6.4 ist es zu erwarten, dass Biegeenergien keinen Einfluss auf die Riickstell-

kraft bei der Indentation von hybriden poreniiberspannenden Lipiddoppelschichten haben.

6.1.3 Modell der Indentation hybrider poreniiberspannender Mem-

branen

Abbildung 6.4 verdeutlicht, dass eine Beschreibung durch lineare Modelle fiir stark
vorgespannte Membranen (Region 2) ebenfalls moglich ist. In dieser Region wird die
Riickstellkraft stark durch die Vorspannung in der Membran beeinflusst. Biegeenergien

konnen vernachlassigt werden.

Bhatia et al. [134] zeigen fiir runde, vorgespannte Membranen nédherungsweise eine Losung.
Statt einer punktférmigen Kraft wird hier ein endlich grofer, halbkugelférmiger Indenter
angenommen. Es wird eine runde Membran beschrieben, an deren Réndern eine konstante
tangentiale Kraft angelegt ist. In Abschnitt 4 wurde ein Gedankenexperiment durchgefiihrt,
welches aufzeigt, dass der poreniiberspannende Teil einer Membran durch den Verlust der
Adhésionsenergie im Vergleich zu den auf den Réndern adhérierten Membranteilen eine ho-
here freie Energie hat. Dies fiihrt zu einer Vorspannung in der Membran, genau wie Bhatia et
al. es beschreiben. Abbildung 6.5 verdeutlicht, den von Bhatia und Nachbar angenommenen
Sachverhalt. An der Membran (blau) liegt eine konstante laterale Spannung o an.

Die analytisch 16sbare Beschreibung von Indentationsexperimenten (Gleichung 6.10)

_F FRyy,
(1o (). 610

Pore

wird nur in der Ndherung gefunden, dass die wirkende Kraft F' klein, und die Dimensionen
der Membran grof gegen die auftretenden Deformationen sind. In Gleichung 6.10 beschreibt

Rpi, den Radius des Indenters und o die laterale Spannung in der Membran.

Eine Méglichkeit, die Giiltigkeit dieser Theorie abzuschétzen ist durch Ungleichung 6.11 [134]

gegeben
Ed\® F
=) — <1 6.11
(0) 87 EdRyy = (6.11)

Setzt man typische Werte fiir das Elastizititsmodul im Bereich von 10° bis 10% ein,
Spannungen im Bereich von einigen mN /m, fiir die Dicke der Membran Werte zwischen 4

und 6nm und fiir den Indenter einen Radius von 15nm, so ist Ungleichung 6.11 fiir den
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Rtip

Abbildung 6.5: Schematische Darstellung der Indentation einer freistehenden Membran. Eine
konstante Spannung o liegt an der Membran an. Weiterhin sind die Uberlegungen zu den Rand-
bedingungen fiir die Bestimmung der Integrationskonstanten in den Gleichungen 6.15 und 6.17
gezeigt.

Bereich einiger 100 pN erfiillt. Dies heiftt, dass fiir geringe Indentationstiefen eine Anpassung

von Gleichung 6.10 an die experimentellen Daten moglich ist.

Norouzi et al. zeigen den gleichen Zusammenhang zwischen Kraft und Auslenkung einer
runden Membran [138, 143|. Ausgehend von dem Canham-Helfrich Hamiltonian [141, 144]

wird die Energie einer runden Membran durch Gleichung 6.12

Fojost = / dA (0+ EK2> . (6.12)
5 2

beschrieben. Das Integral wird {iber die freistehende Flache der Membran > gebildet, auf

den Porenrdndern wird ein Reservoir angenommen. « ist das Biegemodul, und K die Haupt-

kriimmung der Membran. Im Falle von kleinen Auslenkungen der Membran treten nur kleine

Gradienten V(h) auf und die Beschreibung der Energie kann linearisiert werden. Fiir den

freistehenden Bereich der Membran gilt dann Gleichung 6.13
Eelast = / dAH |:E (VQh) + z (Vh)2:| > (613)
Yfree 2 2

wobei dA) ein Flachenelement auf der runden, undeformierten Membran ist und Xy, die
Projektion der deformierten Membran meint. Die Energie der poreniiberspannenden Mem-

bran muss minimal sein, daher wird nach Variation der Energie von h — h + dh die Euler-
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Lagrange-Gleichung gefunden
o

V2(V2 — 2)h(r) = 0. (6.14)
K
Gleichung 6.14 ist die sogenannte shape equation, eine Gleichung welche die Form der aus-
gelenkten Membran in Abhéngigkeit des Radius r, des Biegemoduls «, der Auslenkung der
Membran A und der lateralen Spannung ¢ beschreibt.

Die allgemeine Losung fiir das Eigenwertproblem in Gleichung 6.14 ergibt:

hlndenter(r> = C’110 <T\/§) + C2K0 (T\/g) + 03 1n(3) + 04, (615)

wobei C; bis C, Integrationskonstanten sind. Iy und K sind modifizierte Besselfunktionen
erster und zweiter Art. Fiir den Fall von Membranen welche eine hohe laterale Spannung

haben, vereinfacht sich die Euler-Lagrange Gleichung zu der Laplace Gleichung [138|
Ah =0 (6.16)

und die Losung des Eigenwertproblems ist dann

h(r) = dy + dy In ( ) (6.17)

Pore
Durch Randbedingungen die aus geometrischen Uberlegungen zu den experimentellen
Vorgaben getroffen wurden (s. Abbildung 6.5), werden die Konstanten Cf -- - Cy bzw. dy, dy
in Gleichungen 6.15 und 6.17 bestimmt werden.

e Die Membran liegt flach auf dem Porenrand, h(Rpye) = 0

e Der Kontaktwinkel zwischen Porenrand und Membran ist Null, %h(Rpore) =0

e Die gebundene Fliche der Membran im Bereich des Indenters folgt dem Profil des
Indenters ¢(r) bis zu dem Kontaktpunkt zwischen Indenter und Membran, h(r) = t(r)
fir r € [0, ..,

e Die Steigung der Membran am Kontaktpunkt ¢, muss gleich der Ableitung der Ein-
dringtiefe der Spitzenfunktion ¢(c) sein. h(r)|,—c = £t(r)],—c

e Die Kriimmung der Membran am Kontaktpunkt ¢, muss gleich der Kriimmung der

Spitze sein. %h(r)\/ﬁb:c ~ %t(Tﬂr:C
dr

Im Grenzfall fiir spannungsdominierte Membranen (s. Gleichung 6.17) findet sich ein
analytischer Zusammenhang, wie er in Gleichung 6.10 schon gezeigt wurde. Die Annahme
einer flach auf dem Porenrand aufliegenden Membran ist fiir hybride poreniiberspannende
Membranen, wie es in Abbildungen 4.6 und 4.8 verdeutlicht wird nicht giiltig. Gleichung 6.10
wird sowohl mit dem Ansatz von Norouzi et al. unter den oben beschriebenen Annahmen,

als auch durch Bhatia et al. im Grenzwert fur kleine Kréfte (vgl. Gleichung 6.11) erhalten.



6.1. VERGLEICH VON MODELLEN UND EXPERIMENTEN 101

Bhatia nehmen jedoch keine flach auf dem Porenrand aufliegende Membran an, sondern
eine eingespannte Membran. Eine eingespannte Membran entspricht den experimentellen
Gegebenheiten sehr gut (vgl. Abbildung 2.7 und 4.8). Folglich kann Gleichung 6.10 eine
geeignete Beschreibung der experimentellen Befunde fiir hybride, poreniiberspannende

Membranen sein.

Abbildung 6.6 a) zeigt den Vergleich von, mittels Gleichung 6.10, berechneten Kraft-
Abstands-Kurven zu gemessenen Daten von hybriden, poreniiberspannenden Membranen.
Es ist deutlich zu erkennen, dass auch oberhalb einiger hundert Piconewton eine sehr gute
Ubereinstimmung zwischen Experiment und Modell vorliegt. Der Vergleich zeigt ebenfalls,
dass die Abhéngigkeit der apparenten Federkonstante von der Geometrie der Poren durch
das Modell korrekt vorhergesagt wird. In b) wird der Porenradius von 225 nm bis 600 nm va-
riiert bei einer konstanten lateralen Spannung und in ¢) die laterale Spannung von 10~* N/m
bis 1072 N/m bei konstantem Porenradius.

Mittels Gleichung 6.10 wurde aus den gefunden apparenten Federkonstanten die laterale

Spannung der Membran berechnet. Die gefundenen Spannungen sind in Tabelle 6.2 zusam-

mengestellt.
| Lipid | Rpore/nm | Funktionalisierung | kupp/mN/m | o/mN/m |
DPhPC 225 oT 48 £ 15 22+6
DPhPC 400 oT 36 £8 21 +4
DPhPC 400 CPEO3 26 £5 15+3
DPhPC 600 oT 25+6 18+3
DPPC 600 oT 40£4 31£3
DPPC/Chol 600 oT 314 23+£3
DPPC (50°C) 600 OT 0+ 2 TE1
DPPC/Chol (50°C) | 600 OT 14+3 11+3
DPPC (GUV, 50°C) | 600 OT 21+ 3 16 £ 2
DPLPC (GUV) 600 OT 34E5 26 + 4

Tabelle 6.2: Aus den apparenten Federkonstanten berechnete laterale Spannungen nach Gleichung
6.10 und einige Flachenkompressionsmodule [129, 145].

Betrachtet man den Einfluss des Porenradius auf die laterale Spannung, so findet man, wie
schon Abbildung 6.6 b) gezeigt, dass Gleichung 6.10 den experimentell gefundenen Zusam-
menhang gut wiedergibt. Die laterale Spannung o ist, unabhingig von dem Porenradius,
konstant. Die apparente Federkonstante k,,, zeigt jedoch eine deutliche Abhangigkeit, wie
die Werte in Tabelle 6.2 und Abbildung 6.6 b) verdeutlichen.

Interessanterweise bewegen sich die gefundenen Werte fiir die laterale Spannung von DPhPC
poreniiberspannenden Membranen im Bereich der Oberflichenspannung von DPhPC Mono-

lagen. Letztere wurde zu 0ymono prnpe = (25.9 £ 1.6) mN/m bestimmt [146]. Wie bereits im
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(c) rot: ¢ =1072N/m, blau: ¢ = 1073 N/m,
griin: o = 1074 N/m

Abbildung 6.6: a) Gemessene Kraft-Indentations-Kurven von hybriden, poreniiberspannenden
DPhPC Membranen auf OT funktionalisierten Oberflichen mit Porenradien von Rpyre =225 nm
(schwarz) und Rpore =400 nm (grau). In blau bzw. rot sind mittels Gleichung 6.10 berechnete Kur-
ven gezeigt. Als Parameter wurden die experimentellen Porenradien, o =22 mN/m und R7;, =15nm
genutzt. b) zeigt modellierte Kurven bei verschiedenen Porenradien und einer konstanten latera-
len Spannung von ¢ = 5mN/m wihrend in c¢) Kurven bei einem konstanten Porenradius von
Rpore =600 nm mit unterschiedlichen lateralen Spannungen dargestellt sind.
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Ergebnisteil (s. Kapitel 4) diskutiert, spiegelt die apparente Federkonstante weitestgehend
die Vorspannung in der Membran wider. Diese entspringt der Adhésionsenergie der Lipide
auf dem Porenrand, bzw. dem Fehlen dieser Energie fiir den freistehenden Lipidfilm. Die
unterschiedlichen Vorspannungen gehen einher mit den Flachenkompressionsmodulen der
Lipide. Nicht fiir alle verwendeten Lipide wurde das Flachenkompressionsmodul bestimmt,
jedoch kann das Flachenkompressionsmodul mit dem Biegemodul fiir Lipiddoppelschichten
tiber K4 = Z‘T’: [2] in Verbindung gebracht werden. Das Biegemodul fiir DPPC ist in der
Gel Phase um einen Faktor 10 grofer als in der fluiden Phase [5|. Nimmt man an, dass
die Dicke der Lipiddoppelschicht gleich bleibt, so ergibt sich ein maximal um den Faktor
10 hoheres Fliachenkompressionsmodul. Der tatsédchliche Wert wird niedriger liegen, da
Lipiddoppelschichten in der fluiden Phase etwas diinner sind als solche in der Gel Phase,
dennoch stimmt der Trend der apparenten Federkonstante und der lateralen Spannungen gut
mit den Fldchenkompressionsmodulen der Lipide iiberein. Daher zeigen Lipidmembranen
mit hoherem Flachenkompressionsmodul auch hohere laterale Spannungen. Dies erklart den
Unterschied zwischen DPPC Membranen in der fluiden und in der Gel Phase. Auch die er-
staunlich hohen Spannungen einer fluiden DPhPC Membranen sind hierdurch versténdlich.
DPhPC hat ein sehr hohes Flachenkompressionsmodul (K4 pprpc = 670 mN/m), verglichen
mit dem fluiden DPPC (K4 ppprc, fiuia = 250 mN/m).

6.1.4 Modell der Indentation unterstiitzter poreniiberspannender

Membranen

Wird nicht der Grenzfall fiir hohe Spannungen (Gleichung 6.17) betrachtet, sondern ange-
nommen, dass sowohl Spannung als auch Biegung einen ernergetischen Beitrag liefern, so

wird die Losung von Gleichung 6.15 in

0K

F =27Rpyre X K_ﬁr lr=Rp,,.

(6.18)

eingesetzt um die Kraft zu bestimmen. Die fiir Gleichung 6.15 aufgezeigten Randbedin-
gungen werden, wie Abbildung 4.23 andeutet, erfiillt. Genaueres hierzu findet sich in
[15, 120, 143].

Ausgehend von der Spannung innerhalb von freitragenden Membranen, die in den Ab-
schnitten 4 und 6.1.3 aufgezeigt wurde, sollte die wirkende Kraft an den Membranriandern,
bzw. die Vorspannung der Membran bei unterstiitzten, poreniiberspannenden Membranen
wesentlich geringer sein. Die freie Energie fiir hybride, poreniiberspannende Membranen (s.
Abbildung 2.7) wird durch den hohen energetischen Beitrag der hydrophoben/hydrophilen

Grenzschicht auf den Porenstegen verursacht. Fiir unterstiitzte, poreniiberspannende
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Membranen (s. Abbildung 2.8) ist das Substrat hydrophil. Die Adhésionsenergie der Lipide
auf dem hydrophilen Substrat ist niedriger als der Beitrag der hydrophoben Oberflache.
Folglich sollte die entstehende Spannung aufgrund der Differenz der freien Energien zwischen
freistehender und unterstiitzter Membranfliche geringer sein. Dies wird auch durch die

wesentlich niedrigere apparente Federkonstante nahegelegt.

In diesem Modell ist die Spannung in der Membran klein und Biegeenergien kénnen einen
Beitrag zu der Riickstellkraft der elastischen Membran leisten. Die Spannung an den
Porenrédndern ist konstant und beschreibt die benétigte Energie um Material von den
Réndern in die Pore zu ziehen, um die Flachenvergroferung zu kompensieren. Steltenkamp
et al. [15] zeigten bereits, dass diese Theorie geeignet ist um die Indentation von Membranen

mit einem Membranreservoir auf den Porenrandern zu beschreiben.

Gleichung 6.18 ist eine weitestgehend lineare Funktion [15, 138]. Abbildung 6.7 zeigt die
Anpassung einer modellierten Kraft-Indentations-Kurve an die experimentellen Daten.

Durch die Kenntnis des Biegemoduls [5, 147] war es moglich, die laterale Spannung in der

0.2}
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Abbildung 6.7: Dargestellt sind Messdaten einer DPhPC Membran (schwarz) und eine berechnete
Kraft-Indentations-Kurve (griin) entsprechend Gleichung 6.18. Fiir die Rechnung wurden folgende
Parameter genutzt: Rpyre = 250nm, Rp;, = 15nm, k = 1.3 X 107J und ¢ = 0.1 mN /m.

Membran zu bestimmen. Mit einem Biegemodul von kpprpc = 1.3 x 10712 J folgt fiir die

lateralen Spannungen o = (150 £ 50) xN /m.

6.1.5 Modell der Indentation nativer freitragender Membranen

Die simultane Bestimmung von Biegemodul s und lateraler Spannung o ist wegen des li-
nearen Zusammenhangs zwischen Kraft und Indentation nicht méglich. Fiir Zellmembranen
sind bis jetzt weder die laterale Spannung, noch Biegemodule auf kleinen Grofenskalen, wie
sie in dieser Arbeit verwendet werden, bestimmt worden. Durch Vergleich von fixierten und
unfixierten Zellmembranen ist es jedoch moglich, physikalisch sinnvolle Bereiche fiir die la-

terale Spannung und das Biegemodul anzugeben.
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Eine Abschéatzung der lateralen Spannung kann durch die Zerreiflspannung und einer ma-
ximalen erlaubte Flachenvergroferung, dhnlich wie bei Lipiddoppelschichten 5%, gemacht
werden. In der Annahme, die Antwort sei durch pure Spannung dominiert, wiirde Gleichung
6.1 den Hauptteil der elastischen Antwort beitragen. Das Flidchenkompressionsmodul kann
durch das Biegemodul und die Dicke der Membran abgeschétzt werden K4 oc Z. Folglich ist
nur notwendig obere und untere Grenzen fiir das Biegemodul festzulegen. Aus der Literatur
sind Biegemodule von Zellen bekannt und liegen im Bereich fluider Lipiddoppelschichten,
Kmin = 1071°J bis hin zu Kyee = 10717 J [7], je nach Einfluss des Zytoskeletts und der
Dicke der Membran. Die laterale Spannung kann, unter Annahme einer maximalen Flachen-
vergrofserung von 5% und einer Dicke von 50 nm mit dem oben gezeigten Zusammenhang
durch Gleichung 6.1 abgeschitzt werden, und wird zwischen 1073 N/m und 10~° N/m liegen.
Weiterhin wird angenommen, dass die Fixierung der Membran nur zu einer Verédnderung
des Beitrages durch Verbiegung fiihrt, und keinen Einfluss auf die laterale Spannung in der
Membran hat. Dies ist aus chemischer Sicht eine giiltige Ndherung, da die Vernetzung der
Biopolymere keinen Einfluss auf die Adhésionsenergie zwischen Membran und Porenrdndern
hat. Folglich bleibt auch die laterale Spannung in der Membran gleich. Mit dieser Annahme
konnten Kraft-Indentations-Kurven fiir fixierte und unfixierte Proben in der Art und Weise
angepasst werden, dass nur eine Variation des Biegemoduls bei einem konstanten Wert fiir
o durchgefiihrt wurde.

In Abbildung 6.8 ist eine angepasste Kurve a), sowie der Einfluss von Biegemodul b) und
lateraler Spannung c) auf die apparente Federkonstante gezeigt. Obwohl der Einfluss der
lateralen Spannung in dem vorgegeben Wertebereich grofser ist, konnten durch die experi-
mentellen Randbedingungen sinnvolle Wertebereiche fiir das Biegemodul, durch Anpassung
von theoretischen Kurven an experimentelle Daten, festgelegt werden. Eine Anpassung
wurde fiir 0 = 107> N/m erreicht. Abbildung a) zeigt sehr deutlich, dass iiber einen Bereich
von 100nm die Kurvenverldufe gut vergleichbar sind. Die gefundenen Biegemodule fiir
Zellmembranen reichen hierbei von k£ = 4.57J bis K = 10717 J. Anhand des Vergleiches
einer unfixierten Membran mit einer fixierten kann geschlossen werden, dass die Fixierung
das Biegemodul um einen Faktor 5 bis 10 erhoht. Die breite Verteilung der Biegemodule
verdeutlicht, analog der Verteilung der apparenten Federkonstanten, die Heterogenitéat der

Zellmembranen.

6.2 Elastizitat poreniiberspannender Membranen

Eine Auswahl vergleichbarer Experimente wurden unter anderem von Goncalves et al. [16],
Ovalle-Garcia et al. [48] und Lee et al. [18] vorgestellt.
Goncalves et al. [16] untersuchten die dufere Membranen von Corynbacterium glutamicum,

sogenannte S-Layer prapariert auf porésen Substraten mit einer hydrophilen Siliziumdioxid-
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Abbildung 6.8: Dargestellt sind eine berechnete Kraftabstandskurve im Vergleich mit den Messda-
ten (a), sowie der Einfluss von lateraler Spannung o und Biegemodul « auf die apparente Feder-
konstante iiber eine Indentationstiefe von 50 nm, berechnet mit Gleichung 6.18. Sowohl Biegung als
auch laterale Spannung haben einen Einfluss auf die Membran.




6.2. ELASTIZITAT PORENUBERSPANNENDER MEMBRANEN 107

Oberflache. Diese Membran zeigt, dhnlich wie die hier beschriebenen hybriden, poreniiber-
spannenden Membranen, geringe Indentationen wéihrend der Abbildung im Kontaktmodus.
Die Membranpréaparation findet direkt auf dem Siliziumsubstrat statt und entspricht den
unterstiitzten, porentiberspannenden Membranen (s. Abbildung 4.23).
Die mechanische Antwort des S-Layers ist nicht linear und zeigt nach geringen Eindringtie-
fen Durchbruchsereignisse. Die Autoren schliefsen daraus, dass die elastische Antwort durch
Dehnung der Membran dominiert wird. Fiir die Bestimmung mechanischer Parameter wird
ein sogenanntes zweidimensionales Elastizitdtsmodul Fsp angenommen. Die in der Membran
entstehende Spannung kann iiber die Oberflachenvergroferung d A mit dem Elastizitédtsmodul
in Verbindung gebracht werden [139] analog wie es in Gleichung 6.2 gezeigt wurde:
O—:EQD%. (6.19)
Die Flachenvergréferung wurde durch Annahme einer Halbkugel bestimmt und fiir die Ab-

héangigkeit der Kraft F' von der Indentationstiefe h wurde

. 27TE2Dh3

F
RPore

(6.20)
gefunden, wobei Rp,,. den Porenradius wiedergibt.

Die Rissereignisse finden, unter Annahme der Geometrie einer Halbkugel fiir die deformierte
Membran, bei 10% Fliachenvergroferung und ungefahr bei einer Kraft von 3nN statt.
Urséchlich fiir die erhohte Flachenvergréfierung ist die Zusammensetzung der Membran.
S-Layer sind gewohnlich aus einer Proteinspezies bestehende Membranen, daher werden die
mechanischen Eigenschaften sich deutlich von Lipiddoppelschichten unterscheiden, wie es

fiir die Flachenvergroferung schon beschrieben wurde.

Die von Goncalves et al. priasentierten Daten zeigen, im Unterschied zu den in dieser Arbeit
gemessenen linearen Kurvenverlaufen von Kraft-Indentations-Experimenten, einen kubischen
Zusammenhang zwischen Kraft und Indentation, wie es typisch fiir die Dehnung einer nicht
vorgespannten Membran ist (vgl. Abbildung 6.2). Im Vergleich zu den freistehenden basola-
teralen Zellmembranen zeigt sich, dass die Kraft-Indentations-Kurven fiir Proteinmembranen
wesentlich schneller steigen als fiir die in dieser Arbeit vorgestellten Zellmembranfragmente.
Fiir hybride, freistehende Systeme bleibt als Ubereinstimmung das Durchbrechen der Mem-
bran bei einer kritischen Flachenvergrofserung.

Die Messkurven auf Proteinmembranen legen nahe, dass im Gegensatz zu Lipidschichten, die
Vorspannung innerhalb einer Proteinmembran einen geringen Einfluss auf die Riickstellkréfte
wahrend einer Indentation hat. Weiterhin zeigen Proteine keine hohe Beweglichkeit inner-
halb eines Films, da die Flachenvergréfserung nicht durch das Reservoir auf den Porenstegen

kompensiert wird.
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Die Ergebnisse in dieser Arbeit zu unterstiitzten poreniiberspannenden Lipiddoppel-
schichten, welche ebenfalls auf Siliziumdioxid Oberflichen prépariert wurden, zeigen
keine Rissereignisse und kompensieren offensichtlich die Flachenvergroferung durch ein
Membranreservoir auf den Porenstegen. Durch FRAP Experimente an unterstiitzten,
poreniiberspannenden Membranen konnte gezeigt werden, dass die Lipide innerhalb
einer Membran frei diffundierten kénnen und nicht auf Bereiche innerhalb einer Poren
beschrankt sind [39]. Die gefundenen Diffusionskoeffizienten sind in der gleichen Grofsenord-

nung wie es fiir festkdrperunterstiitzte Membranen gefunden wurde (s. auch Abschnitt 4.3.1).

Lee et al. [18] hingegen untersuchten die Indentation von Graphit Monolagen auf pord-
sen Substraten. Auch hier wurde ein nichtlinearer Zusammenhang zwischen Kraft und Ein-
dringtiefe gefunden. Die Monolage brach stets bei einer kritischen Eindringtiefe, analog den
Experimenten von Goncalves et al. und den in dieser Arbeit gezeigte Ergebnissen zu hy-
briden, poreniiberspannenden Membranen. Fiir die Bestimmung der elastischen Parameter
von freistehenden Graphenmonolagen wurde allerdings ein anderer Weg gewéhlt. Der Zu-
sammenhang zwischen Kraft und Auslenkung der Membran durch eine zentrosymmetrische
Indentation wird durch eine lineare Kombination von Dehnung und Vorspannung beschrie-
ben [18, 137|

h ho\’
F = 0020 Rrip (ﬁ) + Eapg’ Ry (ﬁ) : (6.21)
1p p

00,2p ist die Vorspannung in der Graphitmonolage und ¢ eine dimensionslose Grofe die von
der Poissonzahl v abhéangt. Die gefundene Vorspannung fiir poreniiberspannende Graphen-
monolagen liegt zwischen 0.07 N/m bis 0.74 N /m. Weiterhin, folgt die Graphenmembran der
Topographie des Substrates, dhnlich wie es fiir hybride, poreniiberspannende Membranen
gefunden wurde. Der poreniiberspannende Teil der Membran liegt 2 bis 10 nm unterhalb
des unterstiitzten Bereich. Die Autoren schliefen aus diesem Sachverhalt, dass weitere
Spannungen von 0.7N/m bis 3.4N/m in der freistehenden Graphenmembran entstehen.
Die Ursache dieser zusétzlichen Spannung ist die notwendige Dehnung der Membran um
dem Profil des porosen Substrates zu folgen. Diese Werte liegen deutlich oberhalb der
Vorspannungen, folglich haben Graphenmonolagen, welche nicht {iber eine Apertur gespannt

sind, einen komprimierten Zustand.

Die letze Schlussfolgerung geht einhand mit den in dieser Arbeit gefundenen Ergebnissen
zu der Vorspannung von poreniiberspannenden Membranen und dem in Abschnitt 4 disku-
tierten Gedankenexperiment zu der erhohten freien Energie des freistehenden Membranteils
im Vergleich zu dem unterstiitzten Bereich der Membran. Die Adhésionsenergie auf den
Porenrandern erzeugt eine Spannung in dem freistehenden Teil der Membran, da dieser eine
hohere freie Energie hat. Beitrédge durch von 0 verschiedene Kontaktwinkel mit dem Poren-

rand werden in den vorgestellten Modellen nicht beriicksichtigt. Ein Kontaktwinkel zwischen
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Membran und Porenrand von 0 ist experimentell fiir unterstiitzte, poreniiberspannende
Lipiddoppelschichten und Zellmembranfragmente gegeben (vgl. Abbildung 2.8). Hybride,
poreniiberspannende Membranen sollten, wie Abbildung 2.7 zeigt, einen von 0 verschiedenen
Kontaktwinkel haben. Die Theorie von Bhatia et al. gilt jedoch fiir eingeklemmte Platten
und beriicksichtigt den Kontaktwinkel zwischen Membran und Porenrand nicht. Da Norouzi
et al. im Grenzwert fiir hohe laterale Spannungen den gleichen Zusammenhang zwischen
Kraft und Indentation finden, jedoch mit der Vorgabe eines Kontaktwinkels von 0, darf
angenommen werden, dass Beitrdge durch die topographische Struktur der Membran nur

einen geringen Beitrag in den gefundenen lateralen Spannungen haben.

Ein Nachteil der Auswertung experimenteller Daten durch Gleichungen wie z.B. 6.4 und 6.3,
ist oftmals die Naherung der Membranform durch einfache geometrische Strukturen, wie z.B.
Kegel. Die Flachenvergroferung kann durch Gleichung 6.18 jetzt genauer bestimmt werden,
da hier die Membranform mittels physikalischer Parameter bestimmt wird. Abbildung
6.9 zeigt die relative Fliachenverdnderung zweier Kegelabschitzungen (s. Abbildung 6.9)

als auch die der Membranform nach Gleichung 6.15. Deutlich wird, dass die Annahme
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Abbildung 6.9: a) zeigt den Einfluss der Membranform auf die Flachenvergroferung. Rot und blau
sind entsprechend den Schemazeichnungen b) und c¢) abgeschitzte Flachenvergroferungen. Beide
Abschétzungen durch einen Kegel iiberschétzen die Flachenvergroferung welche aus Gleichung 6.15
(griin) bestimmt wurde. Fiir die griine Kurve wurden folgende Parameter gewéhlt: Rp;, =15nm,
o0 =0.01N/m und x = 1.3- 10719 J.

einer kegelformigen Membran die Fliachenvergroferung in beiden Féllen noch iiberschétzt,
jedoch nicht in einem drastischen Mak. Als erste Naherung ist die Abschétzung iiber

eine Kegelfunktion giiltig. Es ist jedoch ungilinstig {iber eine Voraussage der Membranform
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quantitative Parameter zu bestimmen, da ein zusétzlicher Fehler gemacht wird. Im speziellen
Fall von Gleichung 6.19 geht der Fehler der Flachenvergrofferung linear in die quantifizierten

Parameter ein.

Da eine einheitliche Theorie fiir alle drei untersuchten Systeme Anwendung findet, ist ein
Vergleich der mechanischen Parameter der Membranen untereinander moglich. Die Theorie
zeigt einen KEinfluss von geometrischen Parametern, wie dem Porenradius. Der Einfluss
des Porenradius und des Indenterradius auf die apparente Federkonstante ist bereits von
Steltenkamp et al. [15] gezeigt worden. Eine Vergroferung des Spitzenradius zeigt nur
einen geringen Einfluss. Der Porenradius hat einen wesentlichen Einfluss auf die apparente
Federkonstante, wie es experimentell auch fiir hybride, poreniiberspannende Membranen

gefunden wurde.

Ubertragen auf die Durchbruchsereignisse der hybriden, poreniiberspannenden Membranen
lasst sich sagen, dass diese bei Flachenvergroferungen von maximal 1.5%, bestimmt durch
Gleichung 6.18, reifsen. Verglichen mit den Werten von Needham et al. und Evans et al.
[28] finden diese Ereignisse deutlich vor der erwartenden maximalen Flachenvergroferung
fiir Lipiddoppelschichten von 3-5% statt. Die gefundenen lateralen Spannungen fiir hybride
Systeme sind gut vergleichbar mit den Zerreifspannungen. Bei geringsten Fléachenvergro-
fserungen treten Durchbruchsereignis auf. Hybride, poreniiberspannende Membranen zeigen
ein spontanes Zerreifsen der Membranen ohne dufere Einwirkungen [51]. Diese Argumente
verdeutlichen, dass eine Vorspannung die experimentellen Befunde in einem theoretischen
Modell erlautern kann.

Lipidmembranen mit héherem Fléachenkompressionsmodul zeigen auch héhere laterale Span-
nungen und eine héhere Deformierbarkeit bis zu dem Rissereignis. Die Spannung ist auf-
grund der hohen Energie der hydrophoben/hydrophilen Grenzschicht zwischen dem wéssri-
gen Medium und dem funktionalisierten Substrat sehr hoch, verglichen mit den unterstiitz-
ten, poreniiberspannenden Membranen und den freistehenden Zellmembranfragmenten. Die

laterale Spannung fiir hybride, poreniiberspannende Membranen bewegt sich im Bereich

_10-2
TpPhPC,Hybria = 1072 N/m

Unterstiitzte, poreniiberspannende Membranen zeigen Flachenvergroferungen bis zu 20%
ohne zu zerreifen. Ein analoges Verhalten wurde fiir die poreniiberspannenden Zellmembran-
fragmente gefunden. Fiir beide Systeme muss dementsprechend ein Materialreservoir auf den
Porenstegen zur Verfligung stehen, welches wiahrend der Indentation die Flachenvergréfferung
kompensiert. Die laterale Spannung ist aufgrund der geringeren Adhésionskraft zwischen Si-
liziumdioxid und Lipidmembran deutlich verringert. Fiir unterstiitzte, poreniiberspannende
Membranen wurden laterale Spannungen im Bereich von opprpc/sio, = 1074 N/m gefunden,

wohingegen Zellmembranfragmente einen Faktor 10 niedrigere laterale Spannungen zeigen.
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Uber die Adhésion zwischen Zellmembran und Pore kann keine direkte Aussage getroffen
werden, da Zellen eine extrazellulare Matrix auf dem Substrat bilden und letztlich auf dieser
adhéarieren.

Die apparenten Federkonstanten sind fiir Zellemembranfragmente ungefahr einen Faktor 10
hoher, trotz einer geringeren lateralen Spannung in der Membran. Folglich miissen in freiste-
henden Zellmembranfragmenten Biegeenergien einen grofseren Einfluss auf die Mechanik der
Indentation haben, als es fiir Lipiddoppelschichten gefunden wurde, trotz der geringen Kriim-
mungen. Zellmembranen sind um einen Faktor 10 dicker als Lipiddoppelschichten, daher fiih-
ren auch wesentlich geringere Kriimmungen schon zu relevanten energetischen Beitragen. Die
Dehnung der Membran wurde experimentell ausgeschlossen, da keine Durchbruchsereignisse
beobachtet wurden.

Es ist aus chemischer Sicht eine giiltige Annahme, dass Fixierung der Zellmembran nicht
die Adhésion der Membran mit dem Porenrand verdndert und somit die laterale Spannung
in der Membran auch nach der Fixierung unverandert bleibt. So konnte durch Anpassen
von Gleichung 6.15 mittels passender Randbedingungen [15] an die Messdaten, die laterale
Spannung fiir Zellmembranen zu oz, = 1-107° N/m bestimmt werden, wihrend fiir das
Biegemodul ein Bereich von 1071?J bis 10717 J gefunden wurde, welche durch die Fixierung
sogar um einen Faktor 5 bis 10 erhcht wird.

Zellmembranfragmente sind ungefdhr einen Faktor 10 dicker als Lipiddoppelschichten. Un-
tersuchungen durch Mikropipetten Aspirationsexperimente an Polymerosomen zeigen, dass
die Dicke der Membran einen erheblichen Einfluss auf das Biegemodul hat (x oc d*) [140].
Ein Faktor zwei in der Membrandicke, 8 nm auf 15nm, zeigt sich in dem Biegemodul durch
eine Erhohung auf das zehnfache. Dies verdeutlicht, dass bei Zellmembranen Biegeenergien
einen wesentlich grofseren Einfluss haben konnen als fiir Lipiddoppelschichten, gemessen mit

gleichen geometrischen Voraussetzungen.

Merkel et al. |7] untersuchten mittels Mikropipetten-Aspiration die mechanischen Eigenschaf-
ten von Zellmembranen sowie den Einfluss des Cytoskeletts auf diese. Hierzu verwendeten
sie wild-type Dictyostelium Zellen und Mutanten, welchen Ankerproteine zwischen Mem-
bran und Cytoskelett fehlten. Fiir die Quantifizierung der Daten wurde ein Ansatz analog
Gleichung 6.15 fiir runde, isotrope Membranen genutzt. In Anpassung an die Experimen-
te wurde statt eines Indenters ein homogenes Druckprofil auf die Membran angewendet.
So konnten Merkel et al. einen Kopplungsparameter zwischen Membran und Cytoskelett
quantifizieren. Einen groffen Unterschied fanden Sie fiir den Kopplungsparameter fiir Zellen
ohne das Ankerprotein Talin (0coup ratin—nuy = 4mN/m) verglichen mit den wild-type Zel-
len (Ccoupwitd—type = 11 mN/m). Ferner beobachteten Sie, dass Zellen ohne Talin, manchmal
nicht mehr in der Lage waren sich selbstédndig aus der Pipette zuriickzuziehen, also plastisch
deformiert wurden. Ferner bestimmen Sie fiir das Biegemodul der Membranen einen oberen

Grenzwert von £ = 10717 J.
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Dies ist identisch zu dem in dieser Arbeit bestimmten maximalen Wert mit dem Anpassun-
gen an experimentelle Daten vorgenommen werden konnten. Spannungen in Zellmembranen
liegen zwischen 107°N/m < oz, < 1075 N/ [7], dies ist ebenfalls vergleichbar mit den in
dieser Arbeit gefundenen lateralen Spannungen von o = 107°N/m. Der Vorteil des hier
priasentierten Experimentes liegt in der hohen lokalen Auflésung, mit der Eigenschaften der

Zellmembran und Einfluss von Zytoskelett und ECM bestimmt werden kénnen.

Erstaunlich ist, dass fiir basolaterale Zellmembranen keine Hysteresen gefunden wurden,
wihrend Fine et al. [133] fiir die apikale Membran von MDCK II Zellen eine Hysterese
fanden. Hier scheint sich widerzuspiegeln, dass MDCK II Zellen polare Zellen sind, deren
apikale und basolaterale Membran unterschiedliche Zusammensetzungen haben. Eine
erste Vermutung ist die Annahme, dass es sich um die Kopplung zwischen Membran und
Cytoskelett handelt. Die basolaterale Seite besitzt zu dem noch die extrazellulare Matrix.
Sind ECM und Cytoskelett iiber viele Ankerproteine an die Membran gekoppelt, wiirde
dies ein elastisches Verhalten erkldaren, wiahrend eine schlechte Verankerung viskoelastische
oder plastische Effekte zulassen wiirde. Dieses Ergebnis fanden auch Merkel et al. [7]. Zellen
mit verminderter Kopplung zwischen Cytoskelett und Membran zeigten z.B. geringere
elastische Riickstellkréfte sobald die externe Kraft abgeschaltet wurde. Solch manipulierte

Zellmembranen zeigten oft sehr geringe bis keine Riickstellkréfte.

In der Literatur sind auch Beispiele fiir native Membranen die keine Hysterese zeigen
bekannt [12]|. Diese Membranen setzen sich jedoch, bedingt durch den Priparationsprozess,
fast ausschlieflich aus Cytoskelett zusammen. Dies unterstiitzt die Annahme, dass Energie
wahrend der Indentation durch Fliekeffekte zwischen zwischen Cytoskelett und Membran
dissipiert wird. Messungen an ganzen Zellen zeigen meist geschwindigkeitsabhiangige
Hysteresen [122, 123|, wobei hier das viskoelastische Innere der Zellen mit gemessen wird,

und nicht nur ausschliefslich Zellmembran und verankertes Cytoskelett.

A. A. Boulbitch verfasste 1998 eine Abhandlung iiber die Energien und Kréfte fiir die Defor-
mation einer Zellmembran durch eine lokal wirkende Kraft [100]|. Er berticksichtigte sowohl
Dehnung, Biegung als auch Effekte durch das Cytoskelett der Membran. In dieser Abhand-
lung wurde eine Federkonstante fiir die Membran abgeschéatzt. Er fand fiir die Zellmembran
eine Wert von 107 N/m fiir die Federkonstante der Membran. Dieser Wert entspricht den
in dieser Arbeit gemessen Werten fiir die apparente Federkonstante von Zellmembranen sehr
gut. Weiterhin begriinden diese niedrigen Werte der Federkonstante, warum fiir Messungen
an ganzen Zellen Druckdifferenzen zwischen Zellinnerem und Zellauferem, und viskoelasti-
sche Effekte des Zellinneren einen grofen Einfluss auf die Messungen haben [100].

Poreniiberspannende Zellmembranfragmente sind eine gute Beschreibung der mechanischen

Eigenschaften von Membranen intakter Zellen. Die mechanischen Eigenschaften von
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Zellmembranfragmenten konnten mit einer rdumlichen Auflésung von ungefdhr einem
Mikrometer bestimmt werden. Weiterhin sind so Untersuchungen an der Zellmembranin-

nenseite moglich.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass poreniiberspannende Membranen, aufgrund
des Unterschied in der freien Energie zwischen poreniiberspannenden und auf den Porenste-
gen adhérierten Membranbereichen, vorgespannt sind. Die apparente Federkonstante wird
fiir poreniiberspannende Lipidmembranen von dieser Vorspannung dominiert, wahrend fiir
Zellmembranen ein Einfluss durch Biegeenergien gezeigt werden konnte. Quantifiziert wurde
die Spannung durch die Theorie von Norouzi et al. [138] und Bhatia et al. [134]. Durch die
linearen Zusammenhénge sowohl in den Theorien, als auch in den experimentellen Daten,
war die simultane Bestimmung des Biegemoduls und der lateralen Spannung nicht mdoglich.
Fiir Zellmembran konnte eine Abschéitzung der lateralen Spannung und der Biegemodule,
aufgrund des experimentellen Vorgehens und vorhandener Daten aus Messungen an intakten
Zellen, gemacht werden. Es konnten physikalisch sinnvolle Wertebereiche fiir das Biegemodul
und die laterale Spannung angegeben und der Einfluss der Fixierung auf die Zellmembran
quantifiziert werden. Folgende Aussagen fiir poreniiberspannende Membranen getroffen

werden:

e Freistehende Membranen stehen unter Spannung. Diese Spannung entspricht der erhoh-
ten freien Energie freistehender Membranen im Vergleich zu festkorperunterstiitzten
Membranen.

e Fiir hybride, poreniiberspannende Membranen dominiert die Vorspannung die elasti-
sche Antwort. Unterstiitzte, poreniiberspannende Membranen stehen unter wesentlich
geringerer Spannung, wie es in der wesentlich niedrigeren apparenten Federkonstante
zum Ausdruck kommt. Zellmembranen zeigen die niedrigsten lateralen Spannungen
und einen deutlichen Einfluss durch Biegeenergien.

e Fiir hybride, poreniiberspannende Membranen gilt: Je hoher das Flachenkompressions-
modul einer Membran, desto héher kann auch die Vorspannung in dieser sein.

e Die Theorie von Norouzi et al. ist eine gute Beschreibung der experimentellen Daten.
Durch Gleichungen 6.18 und 6.10 kénnen die lateralen Spannungen in freitragenden
Membranen quantifiziert werden.

e Fiir Zellmembranen konnten sinnvolle Wertebereiche fiir Spannung und Biegemodul

angegeben, und der Einfluss der Fixierung quantifiziert werden.
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Kapitel 7
Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, poreniiberspannende Membranen als Modellsystem fiir biologische
Membranen zu charakterisieren, und so einen Weg fiir die Bestimmung der mechanischen

Eigenschaften von nativen Zellmembranen aufzuzeigen.

Poreniiberspannende Lipiddoppelschichten zeigen lineare Kraft-Indentations-Kurven. Thre
elastischen Antworten wurden durch die sogenannten apparenten Federkonstanten ausge-
wertet. Anhand hybrider, poreniiberspannender Membranen wurde gezeigt, dass Geometrie
der Poren, Oberfliche des Substrats, Membranphase und vorhandenes Losungsmittel einen
Einfluss auf die apparente Federkonstante haben. Die experimentellen Daten legen nahe,
dass aufgrund des Unterschieds in der freien Energie zwischen poreniiberspannendem Teil
und auf dem Randbereich adheriertem Membranteil eine Vorspannung in dem freitragenden
Membranbereich entsteht.

Es ist moglich, die experimentellen Daten mit einem theoretischen Modell zu beschreiben und
die Vorspannung zu quantifizieren. Fiir hybride Lipiddoppelschichten liegen die Vorspannun-
gen in Bereichen von 7mN/m bis zu 31 mN/m, wihrend unterstiitzte poreniiberspannende
Membranen Vorspannungen von 150 uN/m zeigen.

Die freie Energie des freistehenden Bereichs unterstiitzter, poreniiberspannender Membranen
ist deutlich geringer als die von hybriden, poreniiberspannenden Membranen. Die Ursache
ist die geringere Adhésionsenergie zwischen Membran und hydrophiler Oberfliche fiir unter-
stiitzte, poreniiberspannende Membranen im Vergleich zu dem hohen Energiebeitrag durch
die hydrophil /hydrophobe Grenzfliche in hybriden, poreniiberpannenden Membranen.

Die experimentellen Daten zeigen weiterhin einen Zusammenhang zwischen Flachenkom-
pressionsmodul und Vorspannung der Membran. Je héher das Flachenkompressionsmodul,

desto hoher wird auch die Vorspannung der Membran.

Kraft-Indentations-Kurven an echten Zellmembranen wurden ebenfalls mittels der appa-
renten Federkonstanten ausgewertet. Der Einfluss des Zytoskeletts und der extrazelluldren

Matrix auf die apparente Federkonstante, und somit auf die mechanischen Eigenschaften,
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konnte innerhalb eines basolateralen Zellmembranfragments kartiert werden, wobei die
Periodizitat und der Porendurchmesser des Substrates das rdumliche Auflésungsvermogen
bestimmen. Die mechanischen Eigenschaften von poreniiberspannenden, echten Zellmem-
branen kénnen mit den gleichen theoretischen Modellen, die fiir kiinstliche Membranen
angewendet wurden, beschrieben werden. Sowohl Biegung als auch laterale Spannung
in der Membrane zeigen einen Einfluss auf die apparente Federkosntante. Es wurden
laterale Spannungen von 107°N/m gefunden. Der Einfluf von Biegenergien auf die
elastische Anwort von Zellmembranfragmenten wéhrend der Indentation wurde anhand
der Fixierung der Membran mit Paraformaldehyd gezeigt. Das Biegemodul fixierter
basolateraler Zellmembranfragmente erhohte sich um einen Faktor 5 bis 10. Es konn-
te ein Verfahren etabliert werden um eine ,Karte” der mechanischen Eigenschaften eines

nativen Zellmembranfragments mit einer Auflésung von etwa einem Mikriometer zu erstellen.

Hybride, poreniiberspannde Membranen sind so stark vorgespannt, dass intrinsische Para-
meter, wie das Biegemodul der Membran, nicht messbar sind. Die hohen Spannungen kénnen
jedoch als Chance genutzt werden um mechanosensitive Kanéle zu untersuchen. Ein kom-
binierter Aufbau aus Einzelkanalmessmethoden und Rasterkraftmikroskopie wére so in der
Lage, die Funktion der Kanéle in Abhéngigkeit der Spannung in der Membran zu messen.
Unterstiitzte, poreniiberspannende Lipiddoppelschichten sind ein geeignetes Modellsystem,
um mikromechanische Eigenschaften natiirlicher Membranen zu beschreiben. Sie zeigen eine
niedrige laterale Spannung von 104 N/m, die dhnlich denen eines Zellmembranfragmentes
sind. Weiterfithrende Experimente sollten sich mit dem Aufbau eines kiinstlichen Zytoske-
letts auf unterstiitzten Lipiddoppelschichten beschéftigten, um so das natiirlich System der
Zellmembran nachzubauen. So wére es moglich, durch Variation der Ankerproteine in der
Membran gezielte Aussagen iiber die Kopplung zwischen Membran und Zytoskelett zu tref-
fen.

Weiterhin ware ein Vergleich der mechanischen Eigenschaften von wild-type Zellen und Mu-
tanten, denen Ankerproteine zwischen Membran und Zytoskelett fehlen, interessant. Auf
diese Weise konnten Kopplungsparameter fiir einzelne Proteine bestimmt werden, um die

mechanischen Vorgénge in lebenden Zellen weiter aufzukléren.
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ebenfalls durch einen Piezo bewegt werden. Die auslenkung des Cantilevers
wird mittels eines Licht-Zeiger-Systems detektiert. Ein Laserstrahl wird auf
den Cantilever fokusiert, von diesem reflektiert und auf einer vier Quadranten

Photodiode ausgelesen. . . . . . . . . . . ... 20

3.2 Schematisch ist der Einfluss der Spitzengeometrie auf das resultierende topo-
graphische Bild dargestellt. Die schwarze Linie ist die wirkliche Geometrie der
Oberflache wihrend rot die gemessene Topographie eines Rasterkraftmikro-
skops zeigt. In a) wurde der Einfluss einer sehr stumpfen AFM-Spitze und in

b) der Einfluss einer sehr scharfen Sonde dargestellt. . . . . . . . ... .. .. 25

3.3 Von a) nach e) wird die Umrechnung der Messsignale in eine Kraft-Abstands-
Kurve dargestellt (Details s. Text). . . . . ... ... ... ... ... .... 28

3.4 Der Vergleich topographischer Bilder aufgenommen a) im Force Volume Ver-
fahren und b) im Kontaktmodus. Deutlich ist, dass Force Volume Messungen
eine geringeres Auflosungsvemdgen haben, jedoch zu jedem Punkt eine Kraft-
Abstands-Kurve abspeichern. Somit konnen wesntlich mehr Informationen als

nur die Topographie der Oberfliche ausgewertet werden. . . . . . . . . . .. 31
3.5 Aufbau eines Fluoreszenzmikroskops. . . . . . . . . ... ... 32

3.6 Strukturformeln der verwendeten Chemikalien fiir die Funktionalisierung von
Goldoberflachen mittels Thiol-Gold Wechselwirkung. Oktanthiol (OT) bildet
eine dichteste Packung auf einer Goldoberfliche, wihrend das Cholesterol-
polyethylen-oxid sehr groft ist und keine dichteste Packung bildet. CPEO3
ist jedoch erheblich langer und wird fiir sogenannte tethered Lipidmembranes

(Abschnitt 2.3.3) genutzt. . . . . . ... L 33
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3.7

3.8

3.9

4.1

4.2

4.3

In a)-c) ist schematisch der Préparation von nano-BLMs mittels Lipid-
Painting dargestellt. Lipid gelost in einem organischen Losungsmittel wird
auf das Substrat gegeben (a). Die Lipide orientieren sich an der hydro-
phil /hydrophoben Grenzschicht zwischen Losungsmittel und wéssrigem Me-
dium. Das Losungsmittel diinnt langsam aus (b), bis schlieflich eine poren-
iberspannende Lipiddoppelschicht zuriick bleibt (c¢). Restliches Losungsmit-

tels bleibt ebenfalls in der Membran zuriick. . . . . . . . . . . .. ... ...

Hybride poreniiberspannende Membranen kénnen ebenfalls durch Spreiten
von Vesikeln auf der hydrophoben Oberflache erzeugt werden. Diese Membra-
nen enthalten keine Losungsmittelreste, wie es durch Lipid-Painting (Abb.

3.7) passiert. . . ...

Préaparation basolateraler Zellmembran. Die Zellen werden auf dem pordsen
Substrat geziichtet (a). Durch osmotischen Stress schwellen die Zellen an (b).
Uberspiilen der geschwollenen Zellen fiihrt zu Scherkréften, welche den apika-
len Teil der Zelle (griin) abtrennen. Basolaterale Membran (rot) verbleibt auf
dem Substrat. . . . . ...

a) zeigt die schematische Darstellung der verwendeten pordsen Substrate. Ein
Gitter ergibt sich durch die vertikale und horizontale Unterteilung des Sub-
strates in pordse (schwarze) und nichtpordse Bereiche. b) und c) zeigen REM
Aufnahmen der regelméfigen pordsen Struktur des Substrates. Die Poren sind
durchgehend auf beiden Seiten geoffnet und haben eine Tiefe von etwa 1 um.
In d) ist die REM Aufnahme eines pordsen Substrates mit einer 60 nm dicken
Schicht Gold auf der Oberfliche gezeigt. Das Gold zeigt in der REM Aufnahme

einen helleren Materialkontrast. . . . . . . . . . . . ... ... ..

Gezeigt sind ein topographisches Bild und ein Hohenprofil entlang einer un-
bedeckten Pore. Deutlich zu sehen ist, dass die Porenwénde kegelférmig zu-
sammenlaufen, was im Widerspruch zu Abbildung 4.1 steht. In einem raster-
kraftmikroskopischen Bild wird an diesen sprungartigen Hohenverédnderungen

die Spitzengeometrie der Rastersonde abgebildet. . . . . . . .. .. ... ..

a) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Cantilever Spitze (Veeco,
MSCT-C) mit einem Spitzenradius von etwa 15nm. Die Spitze ist nur iiber
eine Lange von etwa 50 nm paraboloid, im Anschluss dominiert die quadra-
tisch pyramidale Grundfliche. b) Schematische Zeichnung des Einflusses der

pyramidalen Basis auf die maximale Eindringtiefe. . . . . . . . . . ... ...
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4.4 Charakterisierung der Siliziumsubstrate durch Rasterkraftmikroskopie. Der
Durchmesser einer Pore betragt 500 nm, die Porositéit liegt bei nur 2%. Die
maximale Eindringtiefe der Spitze eines Biolever betrédgt hier ca. 300 nm.
Deutlich sind Artefakte wihrend des Abbildens zu erkennen welche durch

die unsymmetrische Spitzengeometrie des Biolevers (c¢) zu erkldren ist. . . . . 44

4.5 Darstellung der Korrelation von AFM und Fluoreszenzexperimenten. a) zeigt
ein Fluoreszenzbild, vor der Durchfiihrung rasterkaftmikroskopischer Studien
in dem markierten Bereich. In b) ist die erste AFM Aufnahme innerhalb des
in a) dargestellten Bereichs gezeigt, einige poreniiberspannende Membranen
reiffen durch den Einfluss der AFM-Spitze. c¢) topographisches Bild nach AFM
Studien in diesem Bereich, es sind sowohl gedffnete als auch geschlossene Poren
vorhanden. d) zeigt in einem Hohenprofil den Unterschied der Eindringtiefe
in eine belegte und eine unbelegte Pore. Die poreniiberspannende Membran
wird nur ca. 65 nm tief eingedriickt. e) eine Fluoreszenzaufnahme des gleichen
Bereichs zeigt eine Ubereinstimmung zwischen fluoreszenten /bedeckten und
nicht fluoreszenten /unbedeckten Poren. Verdeutlicht wird dies in der Uberla-

gerung beider Bilder in f). . . . . .. ... 46

4.6 a) Ein topographisches Bild in dem die Cantilever-Spitze in den Mitten der
markierten Poren positioniert wurde, um Kraft-Abstands-Kurven aufzuneh-
men. In (b) ist exemplarisch der Vergleich zwischen einer Kraft-Abstands-
Kurve auf dem Porenrand (rot) und der typischen elastischen Antwort ei-
ner poreniiberspannenden Lipiddoppelschicht (schwarz) gezeigt. Die Spitze
kommt erst 60 nm unterhalb des Porenrands in Kontakt mit der Membran
(I), erfahrt dann eine mit der Eindringtiefe linear steigende Kraft (II), bis die
Membran schlieflich reifst (III) und der Cantilever keine Kraft mehr erfahrt
(IV). 470 nm unterhalb des Porenrandes trifft der Cantilever auf ein hartes
Substrat (V). Als Konsequenz ist in einer anschliekenden Abbildung c) die
Pore geoffnet. . . . . . . ..o 48

4.7 Bestimmung der apparenten Federkonstante aus den Steigungen der Kraft-
kurven. a) zeigt die Kraft-Abstands-Kurve im Vergleich zum Porenrand, die
Bestimmung der apparenten Federkonstante kann iiber den gesamten Inden-
tationsbereich erfolgen. b) zeigt eine Indentations-Kurve, es ist kein Vergleich
zum Rand gegeben und der Kontakt zwischen Membran und Cantilever-Spitze
wurde als Nullpunkt gesetzt. Die apparente Federkonstante kann in dieser
Kurve nicht iiber den gesamten Bereich erfolgen, da nach etwa 40 nm eine

Instabilitat zu sehen ist, welche die Membran allerdings nicht zerstort. . . . . 50
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4.8

4.9

4.10

4.11

4.12

4.13

4.14

Schematische Darstellung von hybriden, poreniinerspannenden Lipiddoppel-
schichten, dem Indentationsvorgang und der méglichen Interpretation von Ris-
sereignissen in Kraft-Indentations-Experimenten. Gezeigt sind: (a) nano-BLM
ohne Einwirkung des Indenters, die Indentation (b) und verschiedene mégliche
Szenarien die zur Zerstérung (c) und d)) oder teilweisen Zerstérung (e) und
£)) fihren. . . . . ..o
a) und b) zeigen Kraft-Indentations-Kurven von DPhPC nano-BLMs (mit und
ohne Losungsmittel prapariert). Deutlich wird, dass die Indentationsgeschwin-
digkeit keinen Einfluss auf apparente Federkonstante hat. ¢) zeigt weitere Ex-
perimente in einer Darstellung k,,,(v) fiir verschiedene Porenradien. Auch
unabhéngig von der Geometrie des Systems hat die Indentationsgeschwindig-
keit keinen Einfluss auf die elastische Antwort der Membran. . . . . . . . ..
Fluoreszenz (a)-c)) und rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen (d)-e)) von
freitragenden, hybriden DPhPC Lipiddoppelschichten auf Oktanthiol funktio-
nalisierten Substraten mit unterschiedlichem Porenradius. Es wird stets eine
gute Bedeckung erreicht, selten ist eine unbedeckte Pore zu sehen. . . . . . .
Kraft-Indentations-Kurven aufgenommen in der Mitte einer poreniiber-
spannenden DPhPC/Bodipy-PC (99.9/0.1/n-Dekan) Membran aufgenommen
(MSCT-C, k. = 0.01N/m). Die Experimente wurden auf Substraten mit
verschiedenen Porenradien durchgefiihrt: 600 nm (griin), 400 nm (blau) und
225 nm (rot). Die Geometrie des Messsystems zeigt einen Einfluss auf die ela-
stische Antwort, je grofser der Porenradius, desto niedriger ist die apparente
Federkonstante der poreniiberspannenden Membran. Unabhéngig von der Po-
rengréfte werden Durchbruchs- und Rissereignisse wéahrend der Indentation
beobachtet. . . . . . .
Die Histogramme zeigen die Eindringtiefe der Cantilever-Spitze in eine nano-
BLM bis zum ersten Rissereignis der Membran auf verschieden grofsen Poren.
Die Skalierung der x-Achse geht jeweils bis zu der abgeschétzten kritischen
Flachenvergroferung von 5%. . . . . . . . . ...
a) Schematische Darstellung von nano-BLMs auf OT bzw. b) CPEO3. Auf
CPEOS3 ist eine rudimentére untere Lipiddoppelschicht ausgebildet. ¢) zeigt
Kraft-Indentations-Kurven von nano-BLMs auf unterschiedlich funktionali-
sierten Oberflichen. Die schwarze Kurve wurde auf einem CPEO3 und die
graue auf einem OT funktionalisierten Substrat gemessen. Nano-BLMs auf
CPEO3 funktionalisierten Oberflichen zeigen eine niedrigere apparente Fe-
derkonstante. . . . . . ... L
Die Histogramme zeigen die Eindringtiefe der Cantilever-Spitze in eine nano-
BLM bis zum ersten Rissereignis der Membran fiir a) OT und b) CPEO3

funktionalisierte Substrate mit einem Porenradius von 400nm. . . . . . . . .
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4.15 Vergleich der elastischen Antwort von DPhPC (a) und DPPC (b) nano-BLMs
préapariert mit (schwarz) und ohne (grau) Losungsmittel. DPPC wurde bei
50°C gemessen und befand sich in der fluiden Phase. Unabhéngig von dem
verwendeten Lipid zeigen Membranen mit Losungsmittel eine geringere ela-
stische Antwort. . . . . . . . .. L 61

4.16 Histogramme der Durchbruchsereignisse von DPhPC nano-BLMs sowohl mit
(a) als auch ohne Losungsmittel (b). Losungsmittelfreie Membranen zeigen
tiefere Indentationstiefen bis zum ersten Rissereignis. . . . . . . .. .. . .. 62

4.17 DPPC/Texas-Red-DOPE(99/1)/Oktan/Dodekan(3/2), OT, Rpy.. = 600 nm,
DNP-S k. = 0.06 N/m; Kraft-Indentations-Kurven von DPPC nano-BLMs
prapariert mit der Lipid-Painting Technik auf OT funktionalisierten Substra-
ten. Die schwarze Kurve wurde unterhalb der Phasenumwandlungstemperatur
(T, = 41.5°C) bei 20°C, in der Gel Phase, aufgenommen, wihrend die graue
Kurve oberhalb des Schmelzpunktes bei 50°C, in der fluiden Phase, aufge-
nommen wurde. Deutlich ist zu sehen, dass die elastische Antwort in der Gel
Phase deutlich héarter ausféllt als in der fluiden Phase. . . . . . . . . . . . .. 63

4.18 Kraft-Indentations-Kurven von DPPC, hier grau und schwarz, und
DPPC/Chol(75:25), hier blau und rot, nano-BLMs préapariert mit der Lipid-
Painting Technik auf OT funktionalisierten Substraten (Rp,.. = 600nm,
DNP-S k. = 0.06 N/m). Die schwarze/blaue Kurve wurde bei Raumtempe-
ratur, unterhalb des Schmelzpunktes wéhrend die graue/rote Kurve oberhalb
des Schmelzpunktes aufgenommen wurde. Auch fiir die Mischungen mit Cho-
lesterol ist die apparente Federkonstante unterhalb des Schmelzpunktes héher
als oberhalb. Im Vergleich zu den reinen DPPC Membrane zeigt sich aller-
dings, dass oberhalb des Schmelzpunktes die apparente Federkonstante steigt
(grau zu rot) und unterhalb fallt (schwarz zu blau). . . . . . ... .. .. .. 64

4.19 Histogramme der Indentationstiefe fiir das erste Durchbruchsereignis von
DPPC nano-BLMs in der fluiden und Gel Phase, sowie Mischungen von DPPC
und Cholesterol. Gel Phasen zeigen eine etwas langere Durchbruchslinge als
fluide Systeme, beide reiffen aber meistens bei geringen Eindringtiefen um die
50 nm. Fiir Mischungen mit Cholesterol sind Durchbruchléngen zwischen den
reinen DPPC Phasen zu erkennen. . . . . . . . ... ... .. .. ...... 65

4.20 a) und b) zeigen Fluoreszenz Aufnahmen von DPhPC/TR-DOPE(99/1)
GUVs gespreitet auf pordsen Si/SiOy Substraten. Deutlich sind einzelne Pat-
ches zu erkennen, welche porose Bereiche bedecken. Erstaunlicherweise zei-
gen diese Substrate eine sehr starke Eigenfluoreszenz, Poren in von Membran
unbedeckten Bereichen fluoreszieren ebenfalls. ¢) Ein Profil entlang der Mar-
kierung in b) zeigt einen Unterschied in der Fluoreszenzintensitét zwischen
bedecken und unbedeckten Poren. . . . . . . .. ..o 67
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4.21

4.22

4.23

5.7

5.8

2.9

5.10

Die rasterkaftmikroskopische Aufnahme in a) zeigt deutlich die Rander eines
Bereiches der von einer Lipiddoppelschicht bedeckt ist, wie es durch die Kan-
tenhohe anhand des Linienprofiles in b) verdeutlicht wird. Ein Unterschied
in der Indentationstiefe zwischen belegten und unbelegten Poren wird in c)
gezeigt. Durch die geringe Kraft bei der Abbildung erreicht die Sondenspitze
allerdings auch in der leeren Pore nicht die maximale Indentationstiefe. Eine
Kraft-Abstands-Kurve auf den belegten Porenstegen ist in d) gezeigt, deutlich
ist ein Durchbruchsereignis mit einer Lange von etwa 6 nm bei einer Kraft von

300pN zu erkennen. . . . . . . ...

Kraft-Abstands-Kurven unterstiitzter, poreniiberspannender Lipiddoppel-
schichten. a) verdeutlicht, dass im Gegensatz zu hybriden Systemen die Mem-
bran (schwarz) auf Hohe des Porenrandes (rot) ist und durch die blaue Linie
wurde die apparente Federkonstante bestimmt. b) zeigt ein weiteres Indenta-
tionsereignis, die Antwort ist iiber einen Indentationsbereich von etwa 150 nm

linear, anschlieffend zeigt sich ein nicht lineares Verhalten. . . . . . . . . ..

Die Schemazeichnungen zeigen wie sich auf porésem Si/SiOy Oberflichen pré-
parierte Lipiddoppelschicht verhélt. Sie liegt planar mit dem Porenrand auf.
Wihrend einer Indentation bleibt der Abstand zwischen zwei Lipiden kon-
stant und wird nicht verdndert, da Lipide von dem Porenrand wéahrend der

Indentation in die Pore nachflieen. . . . . . . . . . . . ... ... ..

Histogramm (Wahrscheinlichkeitsdichte P(k)) der apparenten Federkonstan-
ten von fixierten (a) und unfixierten (b) Zellmembranfragmente. Eine Fixie-
rung fiithrt zu einer deutlichen Erhohung aber breiter verteilten apparenten

Federkonstante. . . . . . . . . .

Abbildung eines Zellmembranfragmentes mit stark ausgepragten Filamenten.
Diese restlichen Teile des Zytoskeletts iiberspannen auch die Poren. Ein H6-

henprofil zeigt eine Filamenthéhe von 50 bis 100nm. . . . . . . . . .. . ..

Vergleich von REM und topographischer Aufnahme eines fixierten Membran-
fragmentes. Das REM Bild zeigt gut die extrazellulare Matrix und Zytoskelett.
Anhand von Poren mit viel und wenig Material wird anschaulich der Einfluss

von Filamenten und ECM dargestellt. . . . . . ... .. ... ... ... ..

Darstellung der apparenten Federkonstanten in einem Vergleich mit Topogra-
phie (3D) und Aktingehalt (griine Farbung) des Membranfragments. Hohe-
re Fluoreszenzintensititen bedeutet einen erhohten Aktingehalt und zeigen,

durch Balken dargestellt, auch eine erh6hte apparente Federkonstante. . . . .
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6.1 a) Darstellung der elastischen, plastischen und viskoelastischen Deformation
eines Flachenelements Aj. Entlang einer Raumrichtung wirkt eine Kraft F' und
streckt das Element um AA. Wird die Kraft abgeschaltet, sind drei mogliche
Relaxationsprozesse dargestellt: 1. Elastische Materialen, 2. Viskoelastische
Fliissigkeiten (Kelvin-Voigt Modell) und 3. Viskoelastische Festkorper (Max-
well Modell). Die mechanischen Bauelemente verdeutlichen diese Prozesse.
Elastische Relaxation heifst, der Korper kehrt in den Ausgangszustand zu-
riick. Die in der Feder gespeicherte Energie wird vollsténdig wiederhergstellt.
In viskoelastischen Fliissigkeiten wird in dem Dashpot Energie dissipiert. Je
nach zeitlicher Dauer und Applikationsgeschwindigkeit wird das Dashpot ge-
dehnt und die Energie, der in Reihe geschaltetem Feder, zu Teilen dissipiert.
So kann bei Abschalten der Kraft das Material nicht in den Ausgangszustand
zuriickkehren, sondern behélt einen gedehnten Zustand bei. Viskoelastische
Festkorper werden durch eine parallele Schaltung eines Dashpot zu einer Feder
beschrieben. Dies heifst, der deformierte Kérper kehrt in den Ausgangszustand
zuriick sobald die externe Kraft abgeschaltet wird, da die Feder eine Riickstell-
kraft besitzt. Das Dashpot beschreibt ein Fliekverhalten des Korpers welches
bei der Relaxation ein zeitabhéngiges Verhalten der Entspannung des Mate-
rials verursacht. b) Mogliche Deformationen durch Streckung/Kompression,
Biegen oder Scherung der Membran. . . . . . .. ... ... L. 92
6.2 Darstellung von Kraft-Indentations-Kurven einer poreniiberspannenden Mem-
bran durch eine zentrale, punktuell wirkende Kraft. Gleichungen 6.3 (rot) und
6.4 (blau). Deutlich ist ein nicht linearer Zusammenhang zwischen Kraft und
Eindringtiefe zu erkennen. . . . . . .. ... L L oL o 94
6.3 Darstellung des Zusammenhangs zwischen Kraft und Eindringtiefe fiir das
Verbiegen einer Membran, nach Gleichung 6.7. Fiir die Rechnung wurden
folgende Parameter verwendet: Rp,.. = 225nm, v =0.33, E =34MPa. . .. 95
6.4 In der Abbildung sind 3 Regionen in Abhéngigkeit des Vorspannungs- und des
Ladeparameters voneinander abgegrenzt. Die einzelnen Regionen stehen fiir
unterschiedliche energetische Beitrage wihrend der Deformation einer runden
Membran und somit auch fiir die Anwendung unterschiedlicher theoretischer
Modelle. Region 1 wird durch die diinne Platten Theorie beschrieben, Re-
gion 2 durch linearisierte Membrantheorie und Region 3 durch nicht lineare
Membrantheorien [137]|. Der Bereich fiir die Experimente an hybriden, poren-
iiberspannenden Membranen ist ebenfalls in der Grafik markiert. . . . . . . . 97
6.5 Schematische Darstellung der Indentation einer freistehenden Membran. Eine
konstante Spannung o liegt an der Membran an. Weiterhin sind die Uberlegun-
gen zu den Randbedingungen fiir die Bestimmung der Integrationskonstanten
in den Gleichungen 6.15 und 6.17 gezeigt. . . . . . . . . .. ... ... ... 99
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6.6

6.7

6.8

6.9

a) Gemessene Kraft-Indentations-Kurven von hybriden, poreniiberspannen-
den DPhPC Membranen auf OT funktionalisierten Oberflichen mit Porenra-
dien von Rp,.. =225 nm (schwarz) und Rp,.. =400 nm (grau). In blau bzw. rot
sind mittels Gleichung 6.10 berechnete Kurven gezeigt. Als Parameter wurden
die experimentellen Porenradien, 0 =22mN/m und Ry, =15nm genutzt. b)
zeigt modellierte Kurven bei verschiedenen Porenradien und einer konstan-
ten lateralen Spannung von ¢ = 5mN/m wéhrend in ¢) Kurven bei einem
konstanten Porenradius von Rp,.. =600nm mit unterschiedlichen lateralen
Spannungen dargestellt sind. . . . . .. ..o
Dargestellt sind Messdaten einer DPhPC Membran (schwarz) und eine be-
rechnete Kraft-Indentations-Kurve (griin) entsprechend Gleichung 6.18. Fiir
die Rechnung wurden folgende Parameter genutzt: Rpy. = 250nm, Ry, =
5nm, £ =13x 107" und o = 0.1mN/m. . . ... ... ... ... .. ...
Dargestellt sind eine berechnete Kraftabstandskurve im Vergleich mit den
Messdaten (a), sowie der Einfluss von lateraler Spannung ¢ und Biegemodul
r auf die apparente Federkonstante iiber eine Indentationstiefe von 50 nm,
berechnet mit Gleichung 6.18. Sowohl Biegung als auch laterale Spannung
haben einen Einfluss auf die Membran. . . . . . . . . ... ... ... ....
a) zeigt den Einfluss der Membranform auf die Flachenvergroferung. Rot und
blau sind entsprechend den Schemazeichnungen b) und c¢) abgeschétzte Fla-
chenvergroferungen. Beide Abschéatzungen durch einen Kegel iiberschitzen
die Fliachenvergroferung welche aus Gleichung 6.15 (griin) bestimmt wur-
de. Fiir die griine Kurve wurden folgende Parameter gewahlt: Rp;, =15nm,
0=00IN/mund k =1.3-107¥J. . . .. ... ... ... ...
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Anhang A

Abkiurzungen

AFM Rasterkraftmikroskop (Atomic Force Microscope)
ATR-IR Attenuated Total Reflection InfraRed Spectroscopy
BLM Schwarze Membranen (Black Lipid Membrane)
CMC kritische Mizellbildungskonzentration (Critical Micelle Concentration)
CPEO3 Cholesterol-Polyethylen-Oxid

DOPC 1,2-dioleoyl-sn-3-glycero-phosphocholin

DPhPC 1,2-diphytanoyl-sn-3-glycero-phosphocholin

DPPC 1,2-dipalmitoyl-sn-3-glycero-phosphocholin

DPPTE 1,2-dihexadecanoyl-sn-3-glycero-phosphothioethanol
GUV Giant Unilamellar Vesicle

LUV Large Unilamellar Vesicle

LVDT Linear Variable Differential Transformer

nano-BLM BLMs auf Substraten mit regelmafigen Strukturen

und Porengréfien von einigen Nanometern

oT Oktanthiol

MDCK II  Hundenierenkrebszellen (Madine Darby Kidney Cells)

MFP Molecular Force Pulling

SAM Selbstordnende Monoschichten (Self Assembled Monolayer)
SSM festkdrperunterstiitzte Membran (Solid Supported Membrane)
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Anhang B

Gerate und Materialien

Rasterkraftmikroskopie:
Asylum Research MFP-3D AFM
Cantilever:

Biolever

MSCT

DNP-S

PSA400

optische Mikroskopie:

Olympus BX-51

Objektiv: LumpPlan 100x, NA=1.0
Objektiv: LumpPlan 40x, NA=0.8
Filter: U-MNB2 (griin)

Filter: U-MNg2 (rot)

Kamera: F-View II (rot)

Probenpraparation:
Miniextruder LiposoFast
Plasmareiniger PDC-002

Aufdampfanlage, Bae 250 Balzers Coating System

Vortexer Reax Top
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Olympus GmbH, Hamburg, GER

Avestin, Mannheim, GER
Harrick, USA

Lichtenstein
Heidolph, Schwabach, GER
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Chemikalien:
Amoniak (28%, v/v)
Bodipy-PC
Sulforhodamin-DOPE
Calciumcholrid CaCl,
Cholesterol

Chrom

DOPC

DPhPC

DPPC

DPPTE

Ethanol

Flusssaure

Gold

Isopropanol
Natriumchlorid
n-Dekan

oT

Wasserstoffperoxid

Reinstwasseranlage:

ANHANG B. GERATE UND MATERIALIEN

Sigma, Taufkrichen, GER

Invitrogen, California, CA, USA

Sigma Aldrich, Hamburg, GER

Sigma Aldrich, GER

Avanti Polar Lipids, Alabaster, Al, USA
Umicore Material AG, Hanau-Wolfgang, GER
Avanti Polar Lipids, Alabaster, Al, USA
Avanti Polar Lipids, Alabaster, Al, USA
Avanti Polar Lipids, Alabaster, Al, USA
Avanti Polar Lipids, Alabaster, Al, USA
Carl-Roth, Karlsruhe, GER

Sigma, Taufkirchen, GER

Goodfellow, Bad Nauheim, GER
Carl-Roth, Karlsruhe, GER

Sigma, Taufkirchen, GER

Carl-Roth, Karlsruhe, GER

Sigma Aldrich, Hamburg, GER

Sigma, Taufkirchen, GER

Elix 3 (UV), Millipore Corporation, Billerica, MA, USA

Substrate und sonst.
Funktionsgenerator 33220A

Héamtokritwachs
Hefepilzfilter
ITO-Floatglassubstrate

Kupferklebeband, leitfahig

Teflonklebefolie

Materialien:

Agilent, Boéblingen, GER
Schiitt, Gottinge, GER
FLUXX, Eindhoven, NL
PGO, Iserlohn, GER
Hamilton, Bonduaz, CH
Kleinfelf, Gerden, GER
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