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Kapitel 1

Einleitung

Zellmembranen bilden die wichtigste Grenzfliche in biologischen Systemen. Eine
Vielzahl von Reaktionen, zu denen z.B. molekulare Erkennungsreaktionen von
l6slichen Proteinen an Rezeptorlipiden zédhlen, laufen an dieser einzigartigen
Oberfliche ab. Kiinstliche, festkérperunterstiitzte Lipiddoppelschichten sind
nicht nur geeignete Modellsysteme, die das Studium bestimmter Reaktionen
unter definierten quasi-nativen Bedingungen erlauben, sondern ermoglichen
auch den Aufbau von biosensorisch-aktiven Oberflichen mit hochgeordneten
Rezeptormolekiilen in einer dicht-gepackten Matrix, welche die unspezifische
Adsorption von Biomolekiilen effizient unterdriickt [1]. Insbesondere die Méglich-
keit, native Oberflichen fiir das Studium und die Analytik membrangebundener
Reaktionen bereitzustellen, hebt festkorperunterstiitzte Membranen von den
heute iiblichen Sensoroberflichen ab. Meist werden die Rezeptormolekiile
kovalent an die sensorisch—aktive Oberfliche gekoppelt, so dass die fehlende
Orientierung, die teilweise geringe Oberflichenbelegung und der hohe Grad
an unspezifischer Adsorption die Analytik erschweren. Gerade im Hinblick auf
analytische Anwendungen, die vom Pharmascreening bis zur Untersuchung der
Wirkungsmechanismen von Proteinen und Peptiden reichen, ist eine schnelle

und parallele Analyse auch ohne Markierung der Liganden gefragt. Da das zu
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untersuchende Biomaterial meist limitiert ist, ist ein Array aus mikrostrukturier-
ten, hochgeordneten sowie individuell adressierbaren Lipidmembransegmenten
erforderlich, um vergleichbare Resultate und hohe Durchsatzraten zu gewihrlei-
sten [2]. Im Vergleich zu Proteinen und Nukleinsduren stellt die Strukturierung
von Membranen eine besondere Herausforderung dar. Laterale Beweglichkeit,
hohe Empfindlichkeit bzgl. der Umgebung, und die Unloslichkeit der Lipidmo-
nomere in wéssrigen Losungen erschweren die selektive Immobilisierung der
selbstorganisierenden Filme. Strukturierungsverfahren fiir Lipiddoppelschichten
auf Basis von Kontaktstempelverfahren beschrianken sich lediglich auf die
Erzeugung einer sehr geringen Anzahl verschiedener Lipidkompositionen, zumal
die einzelne Adressierung der Segmente mit diesem Verfahren nicht moglich

ist [3-5].

O 0 O O
< 25 0O, e QO§QO% OOQ

Rastersonde

Mikrostrukturierte Lipidmembranen

unterschiedlicher Zusammensetzung
Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der mikrostrukturierten Membranar-
rays zum Protein—Screening und zur Untersuchung der Materialeigenschaften mit

dem Rasterkraftmikroskop.

Die vorliegende Arbeit beschreibt unter anderem die Realisierung eines Assays aus
mikrostrukturierten und selektiv funktionalisierbaren kiinstlichen Membranseg-

menten auf einem Chip, der optischen Charakterisierungsmethoden und Ober-



flichenanalysetechniken zugénglich ist, und veranschaulicht die vielfiltige Ein-
setzbarkeit dieses Lab—On-A—-Chip—Deuvices fiir biosensorische Anwendungen an-
hand von prominenten Beispielen fiir spezifische Protein—Rezeptor—Interaktionen.
Insbesondere die Verwendung der Rasterkraftmikroskopie zur Visualisierung von
Lipid-Protein-Wechselwirkungen und Materialunterschieden profitiert von einer
strukturierten Oberfliche, da die direkte Vergleichbarkeit von Bio-Materialien
und die parallele Analyse von Protein-Rezeptor-Wechselwirkungen an verschiede-
nen Membranen bzw. Rezeptoren unter identischen Untersuchungsbedingungen
auf engstem Raum ermdglicht wird. Die Herstellung eines Membranarrays aus
festkorperunterstiitzten Lipiddoppelschichten auf Mikrometer-Skala, das sche-
matisch in Abbildung 1.1 dargestellt ist, beruht darauf, die Vesikelspreittechnik
[6] zur Herstellung kiinstlicher Lipidmembransegmente mit dem Micro—Fluidic—
Network—Verfahren [7], einer Technik der Softlithographie zur Erzeugung einer
Mikrofluidik, zu kombinieren. Die Mikrofluidik bezeichnet im Allgemeinen ein
nach den Gesetzen der Hydrodynamik arbeitendes Fluidikelement aus Kanal-
netzwerken mit Dimensionen unter 1 mm. Die Verwendung der Mikrofluidik in
der biotechnologischen bzw. biomedizinischen Forschung ist besonders vorteil-
haft, da das benétigte Fliissigkeitsvolumen der hiufig seltenen und kostspieligen
Reagenzien und Analyten in der Groflenordnung von lediglich einigen Nanolitern
liegt. Auch die vergleichsweise giinstige Herstellung von Mikrofluidiken trigt dazu
bei, dass sie ein vielfiltig einsetzbares, auch fiir die Massenproduktion geeignetes

Element fiir Sensorik und Analytik darstellt.

Neben dem groflen Einsatzbereich des beschriebenen Multispotanalyseverfah-
rens zur Detektion molekularer Erkennungsreaktionen eignet es sich insbeson-
dere fiir die Materialkontrastuntersuchung. Die systematische Charakterisierung
elastischer, elektrostatischer und adhésiver Probeneigenschaften kann in Kombi-
nation mit den angefiihrten Bindungsstudien die Funktion, sowie physikalische

und chemische Eigenschaften von Biomaterialien und deren einzelnen Kompo-



4 KAPITEL 1. EINLEITUNG

nenten entschliisseln. Das hierzu eingesetzte Rasterkraftmikroskop [8], das mit
einer Kraftauflosung von < 107! N die Messung inter— sowie intramolekula-
rer Wechselwirkungen erlaubt, stellt ein vielseitiges Gerdt zur ortsaufgelosten
Analyse von Materialeigenschaften biologischer Probensysteme und zur Quanti-
fizierung der physikalischen Groflen dar. Aus diesem Grund wurde in dieser Ar-
beit das Ziel verfolgt, mechanische Eigenschaften von Lipiddoppelschichten mit
Hilfe einer schnellen rasterkraftmikroskopischen Technik zu untersuchen. Viele
Fragestellungen richten sich heute an den Einfluss der Lipidmatrix auf die Wech-
selwirkung von Protein— und Membran—-Membran-Interaktionen. Insbesondere
Phasenseparation und Doménenbildung wird eine wichtige Rolle bei endocytoti-
schen Prozessen zugesprochen. Eine Identifikation und Charakterisierung dieser
spezialisierten Doménenstrukturen ist durch ortsaufgeloste Kraftspektroskopie

erstmals moglich.

Insgesamt wurden in der vorliegenden Arbeit folgende Zielsetzungen verfolgt:

e Realisierung eines Bindungsassays auf der Basis biomimetischer Lipidmem-

branen im Mikrometer Regime.

e Verifizierung der Anwendbarkeit des Arrays aus mikrostrukturierten Mem-
bransegmenten als Biosensor. Im Vordergrund steht die rasterkraftmikro-
skopische Untersuchung von spezifischen Protein-Lipid-Interaktionen und

von Materialkontrasten.

e Korrelation und Quantifizierung elastischer Eigenschaften von festkorper-
unterstiitzten Lipidmembranen. Der Fokus liegt auf der Untersuchung des
Einflusses von Lipidkopfgruppe, Kettenldnge und Lamellaritit auf die Mem-

branstabilitat.
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Probensysteme

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei prominente Beispiele fiir Protein—
Rezeptor—Wechselwirkungen verwendet, um die Anwendbarkeit des Arrays aus
Membransegmenten als Biosensor zu demonstrieren. Die spezifische Bindung des
Lektins Peanut Agglutinin (Arachis hypogaea) an asialo-G ;1 und die spezifische
Bindung der B-Untereinheit des bakteriellen Toxins Cholera Toxin ( Vibrio cho-
lerae) an das Gangliosid G eigneten sich aufgrund der hohen Bindungsaffinitét
und hohen Selektivitdt hervorragend fiir diesen Nachweis.

AuBlerdem wurde die Stabilitdt von Membranen mit dem Rasterkraftmikroskop
charakterisiert. Dabei wurden die Kopfgruppen der Lipide und die Kettenldngen
systematisch variiert. Im Folgenden werden die strukturellen und chemischen Ei-
genschaften der in dieser Arbeit verwendeten Proteine, Lipide, Sterole und Farb-

stoffe vorgestellt.
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2.1 Struktur und Eigenschaften der verwende-

ten Membranbestandteile

Die Komponenten der Membranmatrix lassen sich in drei Hauptgruppen unter-

teilen, die Phospholipide, Sphingolipide und Sterole.

R
0= ;la —p~ Hydrophil
v Ch
R=0—CH,—CH,—N"—CH,4
o,
Phosphatidylcholin

H
Hydrophob R= 0~ CH,~C—N*H,
|

o0~
Phosphatidylserin

Abbildung 2.1: Aufbau von Phosphoglyceriden (aus [9]).

Abbildung 2.1 zeigt den allgemeinen Aufbau von Phosphoglyceriden und die mo-
lekulare Struktur der verwendeten Kopfgruppen Phosphatidylcholin (PC) und
Phosphatidylserin (PS). Der hydrophobe Teil des Molekiils besteht aus den
Fettsdureresten, die mit zwei der drei Hydroxylgruppen des Glycerins verestert
sind. Die dritte Hydroxylgruppe ist mit Phosphorsédure verestert, welche in Form
eines Diesters mit den als R bezeichneten Substituenten verkniipft ist. Diese sind
fiir die hydrophilen Eigenschaften des Molekiils verantwortlich [9]. Wéhrend die
Phosphatidylcholin—-Kopfgruppe zwitterionisch und in einem pH-Bereich von 6
bis 8 netto—ungeladen ist, weist die Phosphatidylserin—-Kopfgruppe in dem glei-
chen pH-Bereich eine negative Nettoladung auf. Die Kettenldnge, der Sitti-

gungsgrad der Acylketten und die Kopfgruppe bestimmen das Phasenverhalten
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Lipid Bez. Kohlenstoffe | T, [°C] | Gewicht [-Z-]
1,2-Dimyristyl-phosphatidylcholin DMPC 14:0-14:0 23 [10] 678
1-Palmityl-2-oleyl-phosphatidylcholin | POPC 16:0-18:1 -2 [10] 760,1
1,2-Dioleyl-phosphatidylcholin DOPC 18:1-18:1 -20 [10] 786,1
1,2-Dipalmityl-phosphatidylcholin DPPC 16:0-16:0 41 [11] 734,05
1,2-Dimyristyl-phosphatidylserin DMPS 14:0-14:0 > 35 [11] 701,85
1,2 Dipalmityl phosphatidylserin DPPS | 16:0-16:0 | > 50 [11] 757,96
1-Palmityl-2-oleyl-phosphatidylserin POPS 16:0-18:1 > 13 [11] 784
1,2-Dipentadecyl-phosphatidylcholin | DPDPC | 15:0-15:0 34 [12] 705,99

Tabelle 2.1: Ubersicht der verwendeten Phospholipide.

der Lipide. Eine einkomponentige Lipiddoppelschicht befindet sich bei hohem
Wassergehalt oberhalb ihrer Phasenumwandlungstemperatur 7, in der fliissig—
kristallinen L, —Phase, in der die Lipide ungeordnete Acylketten und eine hohe
Mobilitat aufweisen. Unterhalb von 75, ist die Membran fest, die Fettsdureketten
sind geordneter und zeigen eine geringere Mobilitét (Lg ). Tabelle 2.1 stellt die
gebriuchlichen Kurznamen, die Anzahl der Kohlenstoffatome in den Fettsdure-
ketten, die Phasenumwandlungstemperaturen [10-12] der Hauptumwandlung von
der Lg—Phase in die L,—Phase und das Molekulargewicht der verwendeten Li-
pide zusammen. Die Schmelzpunkte steigen mit zunehmender Kettenldnge und
zunehmendem Séttigungsgrad. So liegt z.B. die Phasenumwandlungstemperatur
von 1,2-Dipalmityl-phosphatidylcholin (DPPC), das zwei gesiittigte Cs—Ketten
besitzt, bei T = 41° C und ist bei Raumtemperatur (7' = 25° C') im Gelzustand,
wihrend das 1,2-Dimyristyl-phosphatidylcholin (DMPC) mit zwei geséttigten
C14—Ketten, die in all-trans—-Konformation vorliegen, eine Phasenumwandlungs-
temperatur von T = 23° C aufweist und sich so bei Raumtemperatur fluide
verhélt. Die Phasenumwandlungstemperaturen der PS—Systeme variieren stark
je nach verwendetem Puffer. Die in der Tabelle 2.1 angegebenen Werte beziehen
sich auf Messungen in EDTA-haltigen Puffern. Die Phasenumwandlungstempe-
raturen steigen sehr schnell, wenn ein Puffer verwendet wird, der zweiwertige

Tonen, z.B. CaCl,, enthélt.

Sphingomyelin besitzt als alkoholische Komponente ein Sphingosingeriist, des-



8 KAPITEL 2. PROBENSYSTEME

sen Aminogruppe durch eine Amidbindung mit einer Fettsiure verkniipft ist.
Die primére Hydroxylgruppe ist mit Phosphorylcholin verestert [9]. Das in dieser
Arbeit verwendete Sphingomyelin—Gemisch (Avanti Polar Lipids, Alabaster, Al
USA) besteht aus Sphingolipiden mit unterschiedlicher Kettenlinge und unter-
schiedlichem Séttigungsgrad. Die Phasenumwandlungstemperatur lag zwischen

37° C und 41° C.

Cholesterin, das aus einer Ringstruktur mit nur einer polaren Hydroxylgruppe
besteht, gehort zu der Gruppe der Sterole. Es ist ein wesentlicher Bestandteil der
zelluliren Membranen und kommt in allen tierischen Geweben vor, besonders
hiufig im Nervengewebe. Cholesterin reguliert die Membranfluiditét. In der flui-
den Phase stabilisiert es die Lipiddoppelschicht, indem es die Rotationsfreiheit
benachbarter Kohlenwasserstoffketten einschrénkt, wiahrend es in der Gelphase

eine Storung der hochgeordneten Packung der Lipidketten darstellt.

2.1.1 Ganglioside

OH
OH OH o
o]
HO o OH
OH 0o
Ry or PN N N
-0 0 0, HN
N OH  Ho 0\)\/\/\/\/\/\/\/\/
R
2 . OH OH

[e]

Gy

OH

R;: O“WOH R,: -NHAc R,: -COO

Abbildung 2.2: Chemische Struktur des Gangliosids G;.

Die in allen eukaryotischen Zellen jedoch nur auf der &dufleren Seite auftreten-
den Ganglioside sind Sphingolipide, bei denen eine Oligosaccharidkette an das

Ceramid (N—Acylsphingosin) gebunden ist. Die Saccharidkette muss mindestens
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eine Sialinsiure, z.B. N-Acetylneuraminat (NeuNAc), enthalten [13]. Die ein-
zelnen Ganglioside unterscheiden sich in ihrer Kohlenhydratzusammensetzung.
Ganglioside sind bekannt fiir ihre Erkennungsfunktion fiir Viren, Hormone und
bakterielle Toxine. Beispielsweise sind die Ganglioside Gr1, Gpipy und G
natiirliche Rezeptoren des Tetanus Toxins (Clostridium tetani) und Gy, und
G fiir das Botulinum Toxin (Clostridium botulinum). Pertussis Toxin (Bor-
detella pertussis) bindet spezifisch an Gpj, und Cholera Toxin (Vibrio chole-
rae), das im Rahmen der eigenen Untersuchungen eingesetzt wurde, an das Gan-
gliosid Gy [14]. In Abbildung 2.2 ist die Struktur des verwendeten Ganglio-
sids Gy (Gal(f1—3)GalNAc(f1—4)NeuNAc(a2—3)Gal(51—4)Gle(f1—1)-
Ceramid) dargestellt. Auflerdem wurde im Rahmen dieser Arbeit asialo-G
verwendet, dessen Struktur mit Ausnahme der fehlenden Sialinséure identisch ist

mit der des Gangliosids G ;.

2.2 Lektine

Lektine (von lat. legere = auswéhlen) sind Proteine, die spezifisch an Mono— und
Oligosaccharide binden und daher als Sonden zur Aufklarung der Struktur von
Zelloberflichen und als Tumormarker eingesetzt werden kénnen. Sie sind di—oder
polyvalent, da sie zwei oder mehr Bindungsstellen fiir Kohlenhydrate enthalten,
die fiir die Agglutination von Zellen wie Erythrocyten verantwortlich sind [13].
Neben der Zellagglutination konnen Lektine, die in den meisten Organismen wie
Viren, Bakterien, Pflanzen, Pilzen und Tieren vorkommen, auch Polysaccharide
oder Glycoproteine in Losung untereinander verbriicken und so zum Ausfall dieser
Molekiile fithren [15]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das aus der Erdnuss iso-
lierte Lektin Peanut Agglutinin (PNA) (Arachis hypogaea) verwendet, das grofie
Bedeutung durch seinen weitldufigen Einsatz zur Identifikation von tumorspezi-

fischen Antigenen auf eukaryotischen Zelloberflichen erhélt [16]. Es besitzt ein
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Molekulargewicht von 110 kDa und bindet spezifisch an das z.B. in dem Ganglio-
sid G ;1 vorkommende Disaccharid Galf(1—3)GalNAc, wobei es allerdings im
Gegensatz zu den anderen Vertretern dieser Lektingruppe N—Acetylgalactosamin
(GalNAc) allein nicht bindet [15]. Lektine aus Hiilsenfriichten weisen, wie das te-
tramere PNA, typischerweise zwei bis vier nahezu identische Untereinheiten von
je 25-30 kDa auf, die alle eine Kohlenhydrat-Bindungsstelle mit der gleichen Spe-
zifitdt besitzen. Es wurde kein kooperatives Zusammenwirken der Untereinheiten
beobachtet. Abbildung 2.3 zeigt die von Banerjee et al. [17] bestimmte Struktur
des Lektins Peanut Agglutinin mit einem mittleren Durchmesser von 8,3 nm in
der Aufsicht. Da die Bindungseigenschaften von PNA an die Ganglioside Gj;; und
asialo-G 1, bei dem die Sialinsdure fehlt (s. 2.1.1), intensiv untersucht wurde,
eignen sich diese Protein—Rezeptor—Paare als Testsysteme, um die Anwendbar-
keit des konzipierten Biosensors zu demonstrieren. Swamy et al. und Neurohr et
al. fanden bei ihren Untersuchungen eine achtfach hohere Bindungskonstante bei
der Bindung von PNA an asialo-G; als an G/ und fiihrten dieses Ergebnis auf
den storenden Einfluss der negativen Ladung der Sialinsédure zuriick. Die hohere
Affinitéat zu asialo—G s als zu Gy lasst sich dadurch erkléren, dass dieser saure

Zucker bei dem asialo—-G y fehlt [18-21].

Abbildung 2.3: Struktur des Lektins Peanut Agglutinin.
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2.3 Cholera Toxin B Untereinheit

Abbildung 2.4: Pentagon der B-Untereinheiten des Cholera Toxins komplexiert

mit Gq; links: Aufsicht; rechts: Seitenansicht.

Die durch den Erreger Vibrio cholerae hervorgerufene Krankheit Cholera, die
hiufig durch verunreinigte Lebensmittel bedingt wird, ist eine Erkrankung des
Intestinaltraktes, die sich durch vehemente Mineral- und Fliissigkeitsverluste
aulert. Das Cholera Toxin, bestehend aus fiinf identischen B-Untereinheiten in
pentagonaler Anordnung und einer A-Untereinheit, die sich wiederum aus den
Bereichen A1l und A2 zusammensetzt, bindet spezifisch an das Gangliosid G ;.
Die B-Untereinheit bildet den rezeptorbindenden Teil des Proteins, wihrend die
Al1-Untereinheit den enzymatisch aktiven Bereich darstellt, der nach der Bindung
des Enterotoxins an die Membran von der Untereinheit A2 abgespalten wird und
in die Zelle eindringt. Merritt et al. [22] geben einen weitreichenden Uberblick
iiber die chemischen Eigenschaften der Bindung zwischen der B-Untereinheit und
dem Gangliosid G 1. Die linke Abbildung 2.4 zeigt die Aufsicht auf das Penta-
mer der B-Untereinheiten, die jeweils mit den Pentasacchariden des Gangliosids
Gy komplexiert sind und ein charakteristisches Loch in der Mitte bilden. Die

rechte Abbildung ist die Seitenansicht. Die Daten wurden rontgendiffraktome-
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trisch von E.A. Merritt et al. bestimmt [22]. Die Untereinheit weist bei einem
Molekulargewicht von 55 kDa einen mittleren Durchmesser von 6,2 nm und ei-
ne mittlere Héhe von 3,5 nm auf. Die spezifische Bindung des Cholera Toxins
an das Gangliosid GG, eignet sich besonders gut zur Demonstration der spezifi-
schen Protein—Rezeptorwechselwirkung, da sie bereits ausgiebig mit verschiede-
nen Charakterisierungsmethoden (TEM [23], AFM [24], CLSM [14], FRAP [25])
untersucht wurde und ausreichend Ergebnisse vorliegen, um verldssliche Aussa-
gen beziiglich der biosensorischen Anwendbarkeit des entwickelten Bindungsas-
says treffen zu kénnen. Die Cholera Toxin—G;;—Erkennungsreaktion wird auch
von anderen Arbeitsgruppen zur Demonstration alternativer Konzepte fiir Bio-

sensoren, z.B. als Fluoreszenzimmunoassay, verwendet [14,26,27].

2.4 Farbstoffe

Fiir die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen wurden die Lipidfil-
me in dem gewiinschten Molverhéltnis mit Phospholipiden dotiert, deren
Acylketten Fluorophore enthielten. Je nach Wellenldngenbereich wurde wahl-
weise  2—(4,4-Difluor-5-methyl-4-bora—3a,4a—diaza—s-indacen—3-dodecyl)—1—
hexadecyl-sn—glycero-3-phosphocholin  (5-Bodipy-500/510-C,HPC)(Bodipy)
(Molecular Probes, USA) oder Texas Red 1,2-dihexadecyl-sn—glycero—3-
phosphoethanolamin, Triethylammonium Salz (Texas Red—(582/601)-DHPE)
(Texas Red) (Molecular Probes, USA) eingesetzt. Die Werte 500/510 bzw.
582/601 bezeichnen die Maxima des Anregungs— bzw. Emissionsspektrums
in nm, gemessen in Methanol. Das Spektrum der Fluorophore kann nach
der Inkorporation in die Membran durchaus davon abweichen. Das unpolare
f-Bodipy-500/510-CoHPC ist gut fiir die Anregung mit der 488 nm-Linie eines
Argon—ITonen—Lasers geeignet und besitzt eine hohe Photostabilitit und eine

hohe Fluoreszenz—Quantenausbeute von 0,9 (nach Herstellerangaben) in fluiden
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Lipiddoppelschichten. Die Kombination der Farbstoffe Bodipy und Texas Red,
das im griinen Wellenl&ngenbereich absorbiert und im roten Wellenldngenbereich
emittiert, bietet hier die Moglichkeit, die Fluoreszenzinformation unterschiedlich
markierter Lipide und Proteine in einem Experiment durch die Verwendung
entsprechender Filtersitze getrennt zu detektieren. Dabei muss der Energie-
transfer von Bodipy— zu Texas-Red-Farbstoffmolekiilen beriicksichtigt werden.
Die verwendeten Proteine sind mit Fluorescein-isothiocyanat (FITC) oder
Tetramethylrhodamin—isothiocyanat (TRITC) gelabelt, deren Absorptions—
bzw. Emissionsmaxima bei 494/519 nm (FITC) und 543/571 nm (TRITC)

liegen.

Fiir die Untersuchung des hydrodynamischen Flusses in der Mikrokapillaren wur-
de der wasserlosliche Farbstoff 5—(6)-Carboxyfluorescein (5—(6)-FAM) (Molecu-
lar Probes, USA) verwendet, der ein Absorptionsmaximum von 492 nm und ein
Emissionsmaximum von 517 nm bei pH = 9 zeigt, und daher ebenso wie Bodipy
und FITC geeignet fiir die Anregung mit der 488 nm-Linie eines Argon—lonen—
Lasers und die Verwendung des FITC-Filtersatzes ist.



Kapitel 3

Methoden

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Lipidsysteme wurden optisch und
rasterkraftmikroskopisch charakterisiert. Die Messungen der Fluoreszenzinten-
sitdten wurden mit den konfokalen Laser—Raster—-Mikroskopen Bio—Rad MRC 600
(Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) und einem Leica DM IRE2 (Leica Microsy-
stems, Bensheim, Deutschland) durchgefiihrt. Fiir die rasterkraftmikroskopischen
Untersuchungen standen die Systeme Dimension 3100 mit Pulsed Force Box
(WITec GmbH, Ulm, Deutschland) und Nanoscope IITa+A/D Controller und
ein Bioscope mit Nanoscope IIla Controller (Veeco, Santa Barbara, CA, USA)
zur Verfiigung. Grundsétzlich werden mit den beiden abbildenden Charakteri-
sierungstechniken unterschiedliche Ziele verfolgt, die sich durchaus gut ergéinzen.
Sie werden im Folgenden kurz aufgefiihrt. Das konfokale Laser—Raster—Mikroskop
bietet die Moglichkeit, ein zentimetergrofles Areal der Probe in einer Messung zu
untersuchen und optische z—Schnitte der Probe anzufertigen. Ein Vorteil besteht
darin, dass das konfokale Laser—Raster—Mikroskop, von den Bleichvorgéingen der
Fluorophore abgesehen, zerstorungsfrei arbeitet, wihrend man bei der Raster-
kraftmikroskopie auf den direkten Kontakt der Rastersonde mit den Lipidmo-
lekiilen angewiesen ist. Dad Rasterkraftmikroskop (AFM) ermdglicht die Messung

von Topographiekontrasten mit molekularer Auflosung und bietet die Moglich-
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keit, die Adsorption einzelner Proteine an Rezeptoren visualisieren zu koénnen,
wiahrend die zur Verfiigung stehenden konfokalen Mikroskope lediglich integrale
Informationen iiber die Wechselwirkung der Liganden mit den membransténdigen
Rezeptoren liefern. Auflerdem miissen die Proben fiir die fluoreszenzmikroskopi-
sche Untersuchung mit entsprechenden Farbstoffen dotiert werden, worauf bei der
rasterkraftmikroskopischen Untersuchung verzichtet werden kann. Adhésive Ei-
genschaften und mechanische Eigenschaften wie z.B. elastische Deformation oder
Steifigkeit kénnen mit dem Rasterkraftmikroskop detektiert werden. Ein weite-
rer Vorteil des AFMs im Hinblick auf die Untersuchung von Lipidmembranen
ist die Moglichkeit, aus der Hoheninformation mit Auflésung im A-Bereich si-
cherzustellen, dass planare Lipiddoppelschichten vorliegen, wiahrend die optische
Untersuchung nur wenige Informationen iiber die Fusion der Vesikel auf dem
Substrat gibt. Aus der alleinigen Messung der Fluoreszenz kann héufig nicht be-
urteilt werden, ob Lipiddoppelschichten, Multischichten oder Vesikelanh&dufungen
vorliegen (s. Kapitel 4.4).
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3.1 Grundlagen der Rasterkraftmikroskopie

Das 1986 von Binnig, Quate und Gerber [8] vorgestellte Rasterkraftmikroskop
(AFM) gehort zu einer Familie von Rastersondenmikroskopen, deren Entwick-
lung aus der Rastertunnelmikroskopie! (STM) hervorging. Das Messprinzip des
Rasterkraftmikroskops beruht darauf, dass die in xy-Richtung iiber die Probe
gerasterte Messspitze mit dieser in Wechselwirkung tritt und eine Biegung des
mit ihr verbundenen Federbalkens (engl.: Cantilever) bewirkt. Diese Auslenkung
wird detektiert und kann dann zusammen mit dem Raster zur Erzeugung von
Abbildungen genutzt werden. Typischerweise betragen die Federkonstanten der
Cantilever, die hdufig aus Silicium oder Siliciumnitrid bestehen, 0,01 % bis 1 %
Die Spitzenradien variieren von ca. 2 nm bis 100 nm. In den meisten Betriebs-
modi wird ein Riickkopplungsmechanismus verwendet, um den jeweiligen Regel-
parameter bei der Abbildung der Probe konstant zu halten. So wird z.B. im
Contact-Mode im Constant Force-Betrieb auf einen konstanten Wert der Kraft
geregelt, wiahrend beim Intermittent-Contact-Mode meist die Amplitude bzw.
Phase konstant gehalten wird. Zur Detektion der Cantileverauslenkung werden
verschiedenste Techniken eingesetzt, wie die Interferometrie, die Piezoelektrizitét,
die Piezoresistivitit, die Messung des Tunnelstroms oder die Verdnderung der Ka-
pazitit. Die populérste, weil kommerzialisierte Detektionsmethode verwendet die
Ablenkung eines Lichtstrahls auf der Riickseite des Cantilevers zur Auslenkungs-
bestimmung. Mit Hilfe des Lichtzeigerprinzips und einer positionsempfindlichen
Photodiode lassen sich neben dem Fehlersignal auch laterale Verbiegungen des
Federbalkens messen, aus denen die Reibung, die sich in der Torsion des Canti-

levers duflert, analysiert werden kann.

Wihrend sich die Messspitze im Contact-Mode im stindigen repulsiven Kontakt

mit der Probe befindet und in diesem Modus die quasistatische Auslenkung des

!Binnig und Rohrer wurden 1986 fiir die Erfindung des Rastertunnelmikroskops mit dem

Nobelpreis fiir Physik ausgezeichnet.
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Abbildung 3.1: Wechselwirkungspotential und daraus abgeleitete Kraft als Funk-

tion des Abstandes zwischen Messspitze und Probe, sowie die Arbeitsbereiche der

verschiedenen Betriebsmodi.

Cantilevers detektiert wird, fiihrt die Spitze in den dynamischen Betriebsmodi
eine durch eine externe Kraft angeregte, oszillierende Bewegung aus und beriihrt
die Probe wihrend einer Schwingungsperiode nur fiir kurze Zeit. Die Kontakt-
zeit ist von der Elastizitdt der Probe abhingig und nimmt mit zunehmendem
Young Modulus der Probe ab [28]. Aufgrund dieser geringen Kontaktzeit und der
Minimierung lateraler Scherkrifte arbeiten die dynamischen Betriebsmodi, zu
denen der Intermittent—Contact—-Mode? und der Non—Contact—Mode gezihlt wer-
den, zerstorungsfreier und sind somit fiir die Untersuchung biologischer Proben
weitaus geeigneter als der Contact—Mode, der jedoch in der Regel eine hohere
laterale Auflosung liefert. Abbildung 3.1 veranschaulicht die haufig aber leider

nicht einheitlich verwendete Einteilung der verschiedenen AFM-Betriebsmodi in

2Der Intermittent—Contact-Mode wird hiufig auch als Tapping-Mode bezeichnet.
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die entsprechenden Messbereiche. Die Abbildung zeigt die typischen Verlaufe des
Wechselwirkungspotentials V(z) und der daraus berechneten Kraft F(z) = —%4
als Funktion des Spitze—Probe-Abstands z und verdeutlicht, dass sich der Canti-
lever im Contact—Mode im quasistatischen, repulsiven Bereich des Potentials be-
findet, wihrend er im Non-Contact-Mode mit geringer Amplitude (< 10 nm) im
attraktiven Potentialbereich oszilliert. Im Intermittent-Contact—Mode durchlauft
der Cantilever in einem Oszillationszyklus attraktive und repulsive Bereiche des

Wechselwirkungspotentials.

Der allgemeine Aufbau eines Rasterkraftmikroskops mit Lichtzeigerprinzip im
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Abbildung 3.2: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Rasterkraftmikros-

kops im dynamischen Modus.

dynamischen Modus wird anhand von Abbildung 3.2 veranschaulicht. Der Licht-
strahl einer Laserdiode wird an der Oberseite des Cantilevers reflektiert, der von
einem Frequenzgenerator iiber ein piezoelektrisches Stellglied (Piezo) zur Schwin-
gung angeregt wird. Der Detektor (hier: Vierquadrantendiode) registriert die mit
der momentanen Auslenkung des Cantilevers korrelierte Position des reflektierten
Lichtstrahls und gibt dieses Detektionssignal an einen Lock—In—Verstéirker weiter,

mit dem die relative Anderung der Amplitude und Phase zum Anregungssignal
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bestimmt wird. Wahrend in dem in Abbildung 3.2 dargestellten Aufbau die Probe
iiber eine xyz—Rasterelektronik bewegt wird, kommt es hiufig vor, dass der Mess-
kopf, bestehend aus Cantilever und Anregungspiezo, gerastert wird. Grundsétz-
lich kann mit dem Rasterkraftmikroskop seit der Einfiihrung der Frequenzmo-
dulationstechnik [29] routineméBig atomare Auflésung [30] bei der Messung im
Ultrahochvakuum erzielt werden. Die Auflésung bei einer AFM-Messung an Luft
oder in Fliissigkeiten ist jedoch deutlich geringer.

Da die meisten, im Rahmen dieser Arbeit gemessenen Topographiebilder im
Intermittent—Contact—Mode und ausschliefilich in Fliissigkeiten aufgenommen
wurden, soll dieser Modus ausfiihrlicher beschrieben werden. Der Cantilever wird
in diesem Betriebsmodus durch eine z-Modulation des Piezos nahe der Eigenfre-
quenz des Systems im Bereich von 3-20 kH z (in Fliissigkeiten) angeregt und oszil-
liert typischerweise mit einer Amplitude von A = 10—100 nm. Bei kleinen Auslen-
kungen kann das Gesamtsystem durch das Modell eines angeregten, geddmpften
harmonischen Oszillators mit der effektiven Federkonstante k.;¢ und der effekti-
ven Masse m. sy beschrieben werden. Die Wechselwirkung mit der Probe fiihrt zur
Verschiebung der Resonanzfrequenz w,.; des dynamischen Gesamtsystems, wobei
ein positiver Kraftgradient (dF,/dz > 0) durch die Abnahme der effektiven Fe-
derkonstante zur Verringerung der Resonanzfrequenz w;., fiihrt und entsprechend
ein negativer Kraftgradient (dF,/dz < 0) die Resonanzfrequenz w;.s erhoht. Fiir
die Phasenverschiebung im Bereich der netto-attraktiven Wechselwirkung gilt
¢ < 90°, im Bereich der repulsiven Wechselwirkung gilt ¢ > 90° [31]. Wegen der
nichtlinearen Anteile der Wechselwirkungskrifte konnen die Bewegungsgleichun-
gen im Intermittent—Contact—Mode aufgrund der relativ hohen Schwingungsam-
plituden nur numerisch gelost werden [32,33]. Die von Anczykowski [31] durch-
gefithrten Simulationsrechnungen zeigten, dass beim Ubergang von der netto-
attraktiven zur repulsiven Wechselwirkung der Betrag der Kraft stark zunimmt.
Um biologische Proben weitgehend zerstorungsfrei abbilden zu konnen, sollte das

Gesamtsystem folglich mdoglichst im netto—attraktiven Wechselwirkungsbereich
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arbeiten, da hier die von der Messspitze auf die Probe ausgeiibten Kréfte mi-
nimiert werden [31]. Fiir eine ausfiihrliche Darstellung der explizit auftretenden
Spitze-Probe-Wechselwirkungen und ihrer experimentellen Untersuchung durch
die Kraftspektroskopie® sei an dieser Stelle auf Kapitel 5 verwiesen.

Der folgende Abschnitt gibt eine kurze Ubersicht iiber die Verwendung des Ras-
terkraftmikroskops zur Untersuchung von Biomaterialien anhand von Literatur-
beispielen. Das Rasterkraftmikroskop ist ein vielseitiges und hiufig eingesetztes
Werkzeug in der Biotechnologie geworden, um Fragen mit biologischen, bioche-
mischen bzw. biophysikalischen oder medizinischen Hintergriinden aufzuklaren.
Das von V.J. Morris , A.R. Kirby und A.P. Gunning vero6ffentlichte Buch ,, Ato-
mic Force Microscopy for Biologists “ [34] und die Ubersichtsartikel von Takano
et al. [35], Ikai [36], Dufrene et al. [37] und Radmacher et al. [38] geben einen
sehr guten Uberblick iiber die weitreichenden Einsatzmoglichkeiten des AFMs
auf diesen Gebieten. Hier seien nur einige Beispiele der zahlreichen in situ oder in
vivo Untersuchungen an Biomolekiilen aufgefiihrt. Proteine, DNA [39] und native
und artifizielle Biomembranen [40,41] kénnen mit molekularer Auflésung unter
quasi—physiologischen Bedingungen (wéssrige Umgebung, Raumtemperatur) ab-
gebildet werden. Auch die mechanischen Eigenschaften der biologischen Proben
und die Interaktionen der Molekiile untereinander, wie Enzymaktivitéten [42]
oder Antikorper—Antigen—-Wechselwirkungen [43], konnen mit dem Rasterkraft-
mikroskop untersucht werden. Die Kraftspektroskopie an Biomolekiilen [44] dient
der Erforschung intermolekularer sowie intramolekularer Wechselwirkungen wie
z.B. der strukturellen Aufkldrung von Proteinfaltungen. Speziell bei der Untersu-
chung festkorperunterstiitzter Lipidmembranen hat sich das AFM als bewéhrtes
Instrument erwiesen, um neben der Morphologie der Lipiddoppelschichten [45-49]

auch Doménenformationen [50-52], mechanische Eigenschaften [53-55] und die

3Bei der Kraftspektroskopie wird zur Analyse der Spitze-Probe-Wechselwirkungskriifte die
Auslenkung des Cantilevers als Funktion der Piezobewegung gemessen. Dieser Modus wird

ausfiihrlich in Abschnitt 5.2.1 beschrieben.
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Organisation von Rezeptoren in einer Lipidmembran [56-58] aufzuklédren. Auch
der Spreitprozess von Lipidvesikeln auf festen Substraten [59-62] wurde raster-
kraftmikroskopisch charakterisiert. Zudem werden molekulare Protein—Rezeptor—
Erkennungsreaktionen [24,63-66] und Konformationséinderungen mit dem Kraft-
mikroskop untersucht, da die Bindungsspezifititen und Funktionen der Protei-
ne auf molekularer Ebene ohne vorhergehende Denaturierung bestimmt werden

konnen.
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3.2 Grundlagen des Pulsed Force Mode

Die Pulsed Force Box [67-70] erlaubt als Erweiterungsmodul des Rasterkraftmi-
kroskops die Messung elastischer, elektrostatischer und adhésiver Probeneigen-
schaften im Intermittent—Contact—Mode und profitiert so von den Vorteilen der
dynamischen Modi, die durch die kurze Kontaktzeit t.oniace (Pulsed Force Mo-
dus: teontact = 10 ps, quasistatische Kraftspektroskopie: teonsact > 10 ms [71]) und
die Minimierung der lateral wirkenden Krifte zur Abbildung biologischer Proben

ausgesprochen geeignet sind.

Die Elektronik der Pulsed Force Box erzeugt eine sinusférmige Modulation des
z-Piezos im Frequenzbereich von 100 Hz bis 2 kHz und somit eine nichtreso-
nante Schwingung der Messspitze mit einer Amplitude von A = 5 — 500 nm.
Der iiber die Probe gerasterte Cantilever fiihrt an jedem Punkt eine vollstandige
Kraft—Abstands—Kurve aus. Abbildung 3.3 zeigt schematisch die Kraft (durch-
gezogene Linie), die auf den Cantilever wirkt und sich beim Heranfiihren an
die Oberfliche und beim Zuriickziechen nach dem Kontakt mit der Probe in der
Auslenkung des Federbalkens duflert. Die unterbrochene Linie gibt die Modula-
tionsspannung des Piezos an. Solange wihrend der Annédherung keine Wechsel-
wirkung zwischen Spitze und Probe zur Auslenkung des Cantilevers fiihrt, und die
Déampfung zu vernachlissigen ist, zeigt die Kraftkurve einen horizontalen Verlauf
(Basislinie, engl.: Baseline). Im Bereich der attraktiven Wechselwirkung schnellt
die Messspitze auf die Probe (,,Snap On*), sobald der Kraftgradient der Wech-
selwirkung grofler als die Federkonstante k. des Cantilevers wird, und erfihrt
bei der weiteren Anndherung des Piezos an die Probe im Bereich der repulsiven
Wechselwirkung (Kontaktbereich) eine Durchbiegung bis die Kraft am Regel-
punkt (F,,;) erreicht ist, die durch den gewéhlten Arbeitspunkt (engl.: Setpoint)
vorgeben wird. Bewegt sich der Piezo von der Probe weg, gelangt die Messspitze
vom repulsiven in den attraktiven Wechselwirkungsbereich und verliert schlief3-

lich den Kontakt zur Probe, wenn die riicktreibenden Kriafte die Adhésionskraft



3.2. GRUNDLAGEN DES PULSED FORCE MODE 23

iiberwiegen. Die anschlieflende freie Oszillation des Cantilevers wird durch die
Luft geddmpft bis der horizontale Verlauf bei entsprechender Entfernung zwi-
schen Spitze und Probe erreicht ist. Bei der Messung in wissriger Losung wird
die abklingende Ostzillation aufgrund der hohen Dampfung durch das Medium
nicht beobachtet. Durch geeignete Wahl der Triggerpositionen kénnen aus der
Kraftkurve gemessen im Pulsed Force Mode (PFM) an jedem Punkt der gera-
sterten Probe materialspezifische Parameter der Probe extrahiert und zusétzlich
zu der Aufnahme der Topographie zu einem Bild verarbeitet werden. Zum Ein-
stellen der Triggerpositionen wird das Auslenkungssignal auf einem Oszilloskop

abgebildet.

Basislinie

V Steifigkeit

Kraft F,

snap on

‘z 3ungomaqozarg
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Zeit t

Abbildung 3.3: Schematischer Verlauf einer PFM—Kraftkurve. Die durchgezogene
Linie zeigt die Auslenkung des Federbalkens beim Anndhern an die Probe und
beim Zuriickziehen der Spitze von der Probe. Die unterbrochene Kurve gibt die

Spannung an, mit der der Piezo moduliert wird.



Kapitel 4

Realisierung eines
Bindungsassays auf der Basis

biomimetischer Lipidmembranen

In diesem Kapitel wird zunéchst das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Ver-
fahren beschrieben, selektiv funktionalisierte Lipiddoppelschichtsegmente zu er-
zeugen. Diese Strukturierungstechnik stellt eine Kombination der beiden Me-
thoden der Vesikelspreittechnik und der Softlithographie dar, die zunéchst ein-
zeln vorgestellt werden. Ausgehend von der Beschreibung der kiinstlichen bio-
logischen Membran wird zunéchst die Prédparationsmethode zur Erzeugung ei-
ner festkorperunterstiitzten Lipiddoppelschicht erldautert. Nach der Zusammen-
stellung der priaparativen Einzelheiten, der Einsatzmoglichkeiten und Grenzen
der softlithographischen Strukturierungsmethode, die auch einen Uberblick iiber
den derzeitigen Stand der Forschung beziiglich der Strukturierung von Bioma-
terialien umfasst, wird schliefflich eingehend erldutert, wie sich aus der Kom-
bination dieser Techniken ein elegantes Verfahren ableiten ldsst, mikrostruktu-
rierte Membransegmente zu erzeugen. Anschliefend werden unter Beriicksichti-

gung des hydrodynamischen Flusses in einer rechteckigen Mikrokavitéit und der
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Stabilitatskriterien des Stempels Auswahlkriterien beziiglich der Geometrie und
des Designs zusammengestellt, die der eigenen Entwicklung neuer Masterstruk-
turen zugrunde lagen. Anschlielend werden die mit dem Bindungsassay durch-
gefiihrten fluoreszenzmikroskopischen und rasterkraftmikroskopischen Protein—

Rezeptor-Bindungsstudien vorgestellt.
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4.1 Kiinstliche Membranen

Die Grundstruktur aller zellularen und intrazelluliren Membranen ist die Lipid-
doppelschicht mit membranassoziierten Steroiden, Proteinen und Kohlenhydra-
ten. In der Doppelschicht richten sich die hydrophoben Kohlenwasserstoffketten
der amphiphilen Lipide zueinander aus, wahrend die hydrophilen Kopfgruppen
zur wissrigen Phase weisen. Die in natiirlichen Membranen hauptsachlich auf-
tretenden Lipidkomponenten sind die Phosphoglyceride mit den Kopfgruppen
Cholin, Serin, Ethanolamin, Glycerol und Inositol, sowie Sphingolipide, hier be-
sonders Sphingomyelin, sowie Cerebroside, Sulfatide und Ganglioside. Singer und
Nicolson entwickelten ein Modell fiir den Aufbau einer biologischen Membran,
schematisch dargestellt in Abbildung 4.1, das die Membran als zweidimensionale
Fliissigkeit beschreibt [13]. Diese besteht aus einer Lipiddoppelschicht aus Phos-
phoglyceriden und Sphingolipiden, die von Integralproteinen durchspannt wird
und periphere Proteine nur an einer Seite der Membran angelagert sind. Die
Kohlenhydratseitenketten der Glycoproteine befinden sich immer auf der extra-

zellularen Seite der Membran.

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung des Membranmodells nach Singer und

Nicolson.

Die Funktionen und Eigenschaften der einzelnen Komponenten, wie z.B. Trans-
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port, Signaltransduktion, Zell-Zell-Kontakt, Abwehr, Membranstabilisierung
und Elastizitéit sind vielfdltig, aber leider auch weitgehend ungeklart. Da jedoch
die native Zellmembran, die aus einer Vielzahl unterschiedlicher Lipide aufgebaut
ist und deren Proteingehalt je nach Zelltyp zwischen 20 % und 80 % variiert [9],
ein hoch komplexes System darstellt, ist es sinnvoll, die Funktionen und Eigen-
schaften der Einzelkomponenten an kiinstlich hergestellten Membranen zu studie-
ren, die aus einer reduzierten Anzahl an Membranbestandteilen bestehen. Haufig
verwendet werden festkorperunterstiitzte Modellmembranen [2], die bei geringem
praparativen Aufwand den Vorteil bieten, dass die laterale Mobilitdt der Mem-
branbestandteile gewé&hrleistet ist und hochorientiert in die Lipiddoppelschicht
inkorporierte Rezeptoren in einer quasi—natiirlichen Umgebung untersucht wer-

den konnen.

4.1.1 Praparation festkorperunterstiitzter Lipiddoppel-

schichten

Die prominenten Methoden zur Préparation festkorperunterstiitzter Lipiddop-
pelschichten sind die Langmuir-Blodgett—Technik (LB), die damit verwandte
Langmuir—Schéfer—Technik und die Vesikelspreittechnik, die iibersichtlich z.B.
von McConnell et al [72] beschrieben werden. Bei der ersten Methode wird
zunichst ein an der Luft-Wasser-Grenzfldche eines Langmuir-Trogs gespreite-
ter Lipidmonolayer auf einem hydrophilen Substrat deponiert und anschlielend
durch Ubertrag einer zweiten Monoschicht eine Lipiddoppelschicht auf dem Sub-
strat erzeugt. Vorteilhaft ist, dass grofle Bereiche des Substrates mit der Membran
bedeckt werden konnen, Lipidkompositionen verwendet werden kénnen, die als
Vesikel aus thermodynamischen Griinden nicht spreiten kénnen, und dass im
Vergleich zur Vesikelspreittechnik meist eine geringe Defektdichte in der Dop-
pelschicht auftritt. Leider kann bei der ersten iibertragenen Monoschicht kein

Lipid in der fluiden Phase verwendet werden. Auflerdem ist die Kooperativitét
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der beiden Monoschichten bei diesem Verfahren nicht gewéhrleistet. Im Hinblick
auf die Strukturierung der Membran eignet sich dieses Préparationsverfahren
lediglich zur Herstellung mikrostrukturierter Doppelschichtsegmente z.B. durch
Mikrokontaktdruckverfahren (vgl. Abschnitt 4.2), die jedoch nicht selektiv funk-
tionalisierbar sind. Die Vesikelspreittechnik [73,74], bei der die Liposomen durch
Adhésion an einer festen Oberfliche aufplatzen, ldsst sich zur Herstellung einzeln
adressierbarer, mikrostrukturierter Lipidsegmente einsetzen und wird im Folgen-
den ndher beschrieben.

Zur Préparation planarer, mit Rezeptormolekiilen dotierter Lipiddoppelschich-
ten durch das Spreiten von Vesikeln auf einem festen Substrat werden zunéchst
die in einem Chloroform—Methanol-Gemisch (1:1, v/v) gelosten Lipide, die teil-
weise Rezeptormolekiile und Fluorophore tragen, in dem gewiinschten molaren
Verhéltnis in einem Reagenzglas gemischt. Im Stickstoffstrom oberhalb der Pha-
senumwandlungstemperatur des hochstschmelzenden Lipids wird das Losungs-
mittel verblasen. Auch die nachfolgenden Praparationsschritte werden oberhalb
der Phasenumwandlungstemperatur der hoéchstschmelzenden Lipidkomponente
durchgefiihrt. Der Lipidfilm wird fiir weitere 3 h im Vakuumwérmeschrank ge-
trocknet und anschlieend in dem gewiinschten Puffer aufgenommen, so dass eine
Lipidkonzentration von 1 74 bis 2 ™4 resultiert. Wahrend der anschliefenden 15~
miniitigen Inkubation im Warmebad, wobei jeweils nach 5 min fiir 30 s mit einem
Vortexer geschiittelt wird, 16st sich der Lipidfilm im Puffer und bildet multila-
mellare Vesikel (MLVs). Um unilamellare Vesikel (SUVs) zu erhalten, wird die
Suspension in einem Extruder (LiposoFast, Avestin, Kanada) insgesamt 31 mal
durch eine Polycarbonatmembran gedriickt. Die mittlere Porengrofie der Mem-
bran betragt 50 nm fiir die Préiparation der strukturierten Lipiddoppelschichten
und sonst 100 nm. Héufig wird die Vesikelsuspension zusétzlich zur Extrusion
mit einem Tip Sonifier (Labsonic U, Braun, Deutschland) beschallt. Um plana-
re, unstrukturierte Membranen zu erhalten wird die Vesikelsuspension der SUVs

zundchst mit dem entsprechenden Puffer auf 0,1 =2 verdiinnt. Es werden je-
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weils 200 pl der Vesikelsuspensionen auf frisch gespaltetem Glimmer iiber Nacht
bei T' = 4° C' inkubiert. Die lange Inkubationszeit bew#hrt sich besonders bei
hochschmelzenden Lipiden, da so eine gute Bedeckung mit geringer Defektdichte
erzielt werden kann. Nach mindestens 12 h Inkubationszeit wird der Puffer vor-
sichtig getauscht, um die iiberschiissigen Vesikel aus der Losung, nicht aber die auf
dem Glimmer adhérierten Vesikel, zu entfernen. Anschliefend wird die Probe fiir
45 min oberhalb der Phasenumwandlungstemperatur des hochstschmelzenden Li-
pids geheizt, wobei die auf dem Glimmer adhérierten Vesikel spreiten und zu einer
geschlossenen, planaren Lipiddoppelschicht fusionieren. Nach einer 15—miniitigen
Abkiihlzeit wird die Probe erneut mit dem entsprechenden Puffer gespiilt, um
jegliche nicht aufgeplatzte Vesikel zu entfernen. Experimentelle und theoretische
Untersuchungen zur Mechanik und Thermodynamik des Spreitvorgangs wurden
z.B. von I. Reviakine et al. [60], von J. Nissen et al. [75], von Z.V. Leonenko [59]
und von C.A. Keller et al. [76] vertffentlicht.

Alle Experimente wurden, sofern es nicht explizit angegeben ist, in 150 mM NaCl,
10 mM Tris, pH = 7,4 Puffer durchgefiihrt.

Im Strukturierungsprozess, bei dem vorwiegend niedrigschmelzende Lipide ver-
wendet werden, inkubieren die {iber ihre Phasenumwandlungstemperatur geheiz-
ten Vesikel lediglich fiir ca. 10 mn auf Glas, adhérieren und spreiten dort. An-
schlielend wird die Probe mit dem entsprechenden Puffer gespiilt. Das Glassub-
strat wird vorher bei T'= 70° ' im Ultraschallbad zunéchst fiir 2 mal 15 min in

Hellmanex—Losung und anschlieflend fiir 2 mal 15 min in Reinstwasser gereinigt.
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4.2 Softlithographie

Gegenwirtig bedeutet die Entwicklung neuer elektronischer, magnetischer oder
optischer Gerite hdufig ein Umgestalten bestehender Strukturen in immer niedri-
ger dimensionierte Versionen. Konventionelle Strukturierungsmethoden wie auch
fortgeschrittene Lithographietechniken wie z.B. Elektronenstrahl-, Rontgen—
oder Proximal-Sondenlithographie, die Nanostrukturierung ermoglichen, sind
kostspielig, meist aufwendig und weitgehend auf die Erzeugung zweidimensionaler
Strukturen aus einer begrenzten Anzahl von Materialien auf planaren Substraten
beschréankt.

Die Softlithographie, die von George M. Whitesides an der Universitdt Harvard
entwickelt wurde, ist ein Konzept, auf grofler Fliache schnell und wirtschaftlich
verschiedenste Materialien strukturieren zu kénnen. Die Softlithographie bezeich-
net eine Reihe von alternativen Techniken zur Herstellung von Mikro— und Na-
nostrukturen, die urspriinglich ein Verfahren beschreiben, das einen Elastomer
als Stempel oder Gussform zur Strukturierung von Materialien wie selbstorga-
nisierende Schichten (SAMs), organische Polymere, Kolloide, anorganische Fest-
stoffe, Proteine oder Zellen verwendet. Die erzeugten Strukturen finden heute
Anwendung in den unterschiedlichsten Bereichen wie beispielsweise in der Mikro-
elektronik [77], bei mikroanalytischen Systemen (engl.: Microscale Total Analysis
Systems) [78-80], mikroelektromechanischen Systemen (MEMS), Biooberflichen
und —materialien [81,82], in der Mikrosensorik oder in der Mikrooptik. Auch
mikromechanische Systeme mit Ventilen und Pumpen wurden mit Hilfe der Soft-

lithographie hergestellt [83,84].

Zur Zeit liegt die untere kritische Grenze bei der Herstellung von Nanostrukturen
mit Methoden der Softlithographie bei 30 nm [7,85]. Die gingigsten Verfahren
werden im Folgenden kurz aufgefiihrt. Eine ausfiihrliche Ubersicht iiber diese al-

ternativen Strukturierungsmethoden werden in den Artikeln [7,85,86] dargestellt.
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Mikrokontakt—Drucken pCP (engl.: Microcontact Printing): Ein struk-
turierter Stempel wird nach dem Kontakt mit dem aufzuprigenden Material
(hdufig SAM) auf ein Substrat gedriickt, wobei nur die mit dem Substrat

in Kontakt tretenden Stellen das zu strukturierende Material abgeben.

Replikat—Gieflen (engl.: Replica Molding): Das von einer starren Master-
struktur abgegossene Elastomer dient selbst als Gussform zur Vervielfalti-

gung der Replikatstrukturen.

Mikroformen in Kapillaren MIMIC (engl.: Micromolding in Capilla-
ries): Durch den Kontakt eines strukturierten Elastomers mit einer glatten
Oberfliche entsteht ein Netzwerk leerer Kaniile, die mit unterschiedlichen
Suspensionen bzw. Losungen befiillt werden konnen. Dieses Verfahren wird
schematisch in Abbildung 4.2 dargestellt und ausfiihrlich in Kapitel 4.3

beschrieben.

Mikrotransfer—Gieflen pTM (engl.: Microtransfer Molding): Die struk-
turierte Oberfliche eines elastomeren Stempels wird mit einem Polymer-
vorldufer gefiillt und der Stempel wird auf ein glattes Substrat aus dem
gleichen Polymer aufgedriickt. Nach dem Aushérten des Polymers und dem

Entfernen des Stempels erhélt man die invers strukturierte Polymerober-

flache.

PDMS
Stempel

\ Substrat

Abbildung 4.2: Schematische Darstellung der Strukturierungsmethode des Mi-

kroformens in Kapillaren.
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Losungsmittel unterstiitztes Mikrokontakt—Formen SAMIM
(engl.: Solvent assisted Microcontact Molding): Ein strukturierter, mit
Losungsmittel benetzter Stempel wird auf eine Polymeroberfliche gestellt.
Das Polymer wird an den Kontaktstellen mit dem Stempel von dem
Losungsmittel gelost. Nach dem Verdampfen des Losungsmittels wird der

Stempel entfernt und man erhilt eine invers strukturierte Oberfléache.

Abbildung 4.3 (aus [85]) zeigt Rasterelektronenmikroskop—Aufnahmen (REM-
Aufnahmen) von polymeren Mikrostrukturen, die durch das MIMIC—Verfahren
hergestellt wurden. Sie veranschaulichen die Vielseitigkeit der Strukturierung und

die hohe Flexibilitéit der Filme [7,87].
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Abbildung 4.3: REM-Aufnahmen von polymeren Mikrostrukturen, die durch MI-
MIC hergestellt wurden (aus [85]).

Der folgende Abschnitt soll eine kurze Ubersicht iiber den aktuellen Stand der
Forschung beziiglich der Verwendung der Softlithographie zur Strukturierung von

Biomaterialien geben.

Hiufig wird das Mikrokontaktdrucken (pC'P) oder Variationen dieses Verfahrens

verwendet, um beispielsweise mikrostrukturierte Proteinkompartimente auf einer
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Oberfliche zu erzeugen [88-94]. Mikroformen in Kapillaren wird eingesetzt, um
Immunoassays aus mikrostrukturierten, immobilisierten Immunglobulinsegmen-
ten herzustellen [95,96], wobei mit diesem Verfahren auch Konzentrationsgradi-
enten von Proteinen auf einer Oberfliche erzeugt werden kénnen [97]. Ein Fluo-
reszenzassay aus Mikrokanélen wurde von Mao et al. [98] zur enzymkinetischen

Untersuchung vorgestellt.

Die Strukturierung von festkorperunterstiitzten Lipiddoppelschichten erfolgt mei-
stens auf Basis von Kontaktdruckverfahren [3,4]. Morigaki et al. beschreiben
einen Ansatz, die Struktur durch photochemische Polymerisation des Lipids

(Diacetylen—phosphatidylcholin) in die Lipiddoppelschicht einzuschreiben [5].

Diese Verfahren beschrinken sich lediglich auf die Erzeugung einer sehr geringen
Anzahl verschiedener Lipidkompositionen. Auch die einzelne Adressierung der
Segmente ist mit diesen Verfahren nicht moéglich. Das erstmalig von uns beschrie-
bene [99], in der vorliegenden Arbeit entwickelte Verfahren ist zur Herstellung
mikrostrukturierter, selektiv funktionalisierbarer und zahlreicher Lipidkomparti-
mente geeignet. Die Anzahl der moéglichen unterschiedlichen Lipidsegmente in der
streifenféormigen Anordnung ist zur Zeit nur durch die Handhabbarkeit der manu-
ellen Injektion von Vesikellosungen beschriankt. Dieses Verfahren wird inzwischen
auch von anderen Arbeitsgruppen verwendet und ist parallel zu dieser Arbeit im

Hinblick auf unterschiedliche Forschungsziele weiterentwickelt worden [100].

Zur Zeit beschiftigen sich im Wesentlichen zwei Arbeitsgruppen intensiv mit
der Strukturierung von Lipiddoppelschichten. Die Arbeitsgruppe von Steven G.
Boxer [81,101-109] an der Stanford University verwendet hauptséchlich Struk-
turierungstechniken, die auf dem Mikrokontaktdruckverfahren beruhen. In den
Arbeiten von Paul S. Cremer, Texas A&M University, wurden zun#chst softli-
thographisch hergestellte Mikrokavitdten zur Strukturierung von Lipiden einge-
setzt [103,110] wéhrend die neueren ebenso wie die vorliegende Arbeit auf der

MIMIC-Technik [98,100] basieren. Im Gegensatz zu den eigenen Arbeiten wurden
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die von Cremer et al. strukturierten Membranen lediglich fluoreszenzmikrosko-
pisch und nicht rasterkraftmikroskopisch untersucht, so dass der Nachweis iiber
die Ausbildung von planaren Membranen in dem Fall nicht gegeben ist. Dieser

wichtige Aspekt wird in Abschnitt 4.4 eingehend erldutert.
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4.2.1 Polydimethylsiloxan

Das am hé&ufigsten in der Softlithographie verwendete Elastomer ist Polydime-
thylsiloxan (PDMS) Sylgard™™ 184 (Dow Corning, West Midland, USA), dessen
chemische Struktur in Abbildung 4.4 dargestellt ist. Das zweikomponentige Kit
besteht aus dem fliissigen PDMS-Prépolymer (Basis) und dem Hirter, der aus
einem Platin—-Komplex und Copolymeren aus Methylhydrosiloxan und Dimethyl-
siloxan besteht. Eine Pt—katalysierte Additionsvernetzung durch Hydrosilylierung

ist fiir das Aushérten verantwortlich [7].

CH, CH, CH,

CH,—Si—0 |—Si—0|—Si — CH,

X
CH, CH, CH,

Abbildung 4.4: Chemische Zusammensetzung von Polydimethylsiloxan (PDMS).

PDMS vereint in seinen chemischen und physikalischen Eigenschaften gegeniiber
anderen Materialien eine Vielzahl an Vorteilen, die seinen Einsatz in der Softli-
thographie begriinden. Neben seiner optischen Transparenz, die im kurzwelligen
Spektralbereich bis zu einer Wellenléinge von A ~ 230 nm [111] reicht, und der ho-
hen thermischen Stabilitit zeigt das Material nur geringe Elastizititsdnderungen
iiber einen weiten Temperaturbereich. Es ist chemisch inert, homogen, isotrop,
dielektrisch, permeabel fiir viele Fliissigkeiten und Gase und besitzt eine niedri-
ge Oberflichenspannung (= 22 ™) [112]. Die elastischen Eigenschaften (Young
Modulus E ~ 1 MPa [113]) und die geringe Oberflichenrauhigkeit erlauben eine
gute Haftung auf zahlreichen glatten und gebogenen Oberflichen [87].

Das Material ist biokompatibel (es wird z.B. fiir Kontaktlinsen verwendet [84]),
kostengiinstig (ca. 40 US$ pro 0,5 kg Kit) und die Replikatstrukturen sind wieder-
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verwendbar. Xia et al. [85] berichten, dass keine Leistungsabnahme nach 100fa-
chem Gebrauch beobachtet wurde. Allerdings zeigte sich in der eigenen Untersu-
chung eine Qualitdtsabnahme der strukturierten Stempel nach ca. 10-15maligem

Gebrauch.

Die Oberflicheneigenschaften von PDMS koénnen beispielsweise durch Plasma-
behandlung verdndert werden, um die reversible oder irreversible Haftung von
PDMS an einem entsprechenden Substrat zu erreichen. Diese Hydrophilisierungs-
reaktion wird ausfiihrlich in Kapitel 4.2.3 beschrieben. Die Modifikation der
PDMS-Oberfliche reguliert auch die Durchflusseigenschaften (s. Kapitel 4.3.1)
und bestimmt die Sorption und Adsorption von Substanzen. Durch die Hydro-
phobie der PDMS—-Oberfliche wechselwirkt sie stark mit apolaren Analyten. Lin-
der et al. [114] beschreiben, dass kleine Molekiile, wie Toluen in den Elastomer
diffundieren und grofle Molekiile mit apolaren Gruppen an der Oberfliche adsor-
bieren. Die Hydrophilisierung des PDMS durch O,-Plasmabehandlung ist zeitlich
nicht stabil und die Oberfliche geht langsam wieder in den hydrophoben Zustand
iiber [115]. Es gibt verschiedene Ansétze, die unkontrollierte Adsorption an der
PDMS-Oberfliche dauerhaft zu unterdriicken, wie z.B. die Silanisierung der oxi-
dierten Oberfliche [116] oder das Spreiten von Phospholipid-Doppelschichten auf
der PDMS-Oberfléche [100].

Als Substrate eignen sich beispielsweise Si/SiOq, Glas, Au, Au/SAM, Ag/AgO,
Pt, Cu/CuQO, Ti/TiOy oder Polymere wie z.B. Polystyren [117].

4.2.2 Praparation des strukturierten Elastomers

Die Stempel, Gussformen oder Masken der Softlithographie werden durch das
Verfahren des Replikatformens erzeugt, das schematisch in Abbildung 4.5 dar-
gestellt wird. Das fliissige PDMS wird im Verhéltnis 10:1 (Basis:Hérter) ge-

mischt und iiber die photolithographisch strukturierte Oberfliche eines Silicium—
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Photoresist  ————
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Abbildung 4.5: Schematische Darstellung der Erzeugung einer Gussform aus ela-

stomerem Material von einem strukturierten Silicium—Walfer.

Wafers gegossen, die die inverse Masterstruktur triagt. Durch einmalige Be-
schichtung des Silicium—Wafers mit einem diinnen Film von 1H,1H,2H,2H-
Perfluorodecyldimethylchlorosilan wird eine hydrophobe Oberfliche erzeugt, von
der das Elastomer leicht abgelost werden kann, nachdem es fiir 6 h bei 60° C'
bzw., um den Einschluss von Luftblasen in dem Replikat zu vermeiden, 48 h
bei Raumtemperatur ausgehéirtet wurde. Alternativ kann die Luftblasenbildung
durch vorheriges Entgasen unterdriickt werden, indem fiir wenige Minuten im
Vakuumschrank ein geringer Unterdruck auf das fliissige Prépolymer angewen-

det wird.
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4.2.3 Hydrophilisierung des PDMS

CH, CH, CH, OH CH,
C!,"a, C.,Ha/ CH, . OH
i Si Si Plasma Oxidation Si S
AN 2N N - SN SN
o 0 — O
hydrophob Luft hydrophil
N 2N N
s siU s _
Kontakt zwischen /> 7 /Y irreversible Haftung;
PDMS-Oberflachen © 0] Ausbildung
>/ . kovalenter Bindungen
'S i Si

Abbildung 4.6: Hydroxilierung und Ausbildung von kovalenten Bindungen zwi-
schen zwei PDMS—-Oberflichen.

Mit der temporidren Hydrophilisierung der PDMS—Gussformen durch eine Plas-
mabehandlung werden drei Ziele verfolgt. Erstens wird der Durchfluss der Sus-
pension durch die Kanile stark beeinflusst. Die oxidierten Kanéle aus PDMS
zeigen eine weit hohere Oberflichenspannung als die hydrophoben Kanéle und
werden von Fliissigkeiten mit hoher Oberflichenspannung (z.B. Wasser) erheb-
lich leichter befiillt. Dieser Zusammenhang wird detailliert in Kapitel 4.3.1 be-
schrieben. Zweitens kann durch die Hydroxilierung der PDMS-Oberfliche, die in
Abbildung 4.6 dargestellt ist, eine irreversible Haftung durch die Ausbildung von
kovalenten Bindungen zwischen der PDMS-Oberfliche und dem jeweiligen Sub-
strat erreicht werden [114,115]. Abbildung 4.6 bezieht sich auf die Kontaktierung
von zwei hydrophilisierten PDMS—-Oberflichen. Es wird angenommen, dass durch
die Plasmabehandlung des PDMS —OSi(CH3),O—Gruppen in —O,Si(OH)4_,
konvertiert werden und dass die irreversible Haftung auf die Ausbildung von ko-
valenten (Si-O-Si)-Bindungen zwischen den beiden PDMS-Substraten zuriick-
zufiihren ist [112,115]. Die irreversible Haftung kann auch zwischen PDMS und
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z.B. Glas, Si, SiO, oder SizNy erreicht werden.

Je nach Wahl der Parameter der Plasmabehandlung und nach Vorbehandlung
des Substrates kann auch eine reversible Haftung erzeugt werden, da die Hy-
drophilie des PDMS an Luft nicht stabil ist und die Oberfliche nach ca. 15-60
min wieder in den hydrophoben Zustand iibergeht, wofiir das Umgestalten der
PDMS-Oberflache durch Diffusion aus dem bulk—Material und Adsorptionen und
Kontaminationen aus der Luft verantwortlich sind. Der PDMS—-Stempel kann,
um den hydrophilen Zustand aufrecht zu erhalten, in Wasser aufbewahrt wer-
den [118]. Die temporire Haftung ist zur Pridparation der mikrostrukturierten
Lipiddoppelschichten in der vorliegenden Arbeit erwiinscht. Duffy et al. [115] be-
schreiben, dass die Kontaktierung der Oberflichen innerhalb einer Minute nach
der Oxidation erfolgen muss, um eine irreversible Haftung zu erreichen. Um einen
reversiblen Halt zu erzielen, kann man sich diesen Effekt zunutze machen und
nach der Oxidation ca. 60-120 s warten, bevor die Oberflichen kontaktiert wer-
den. Auch die Oxidationszeit, die in der Literatur mit 30-60 s angegeben ist, wird
in der eigenen Préiparation auf 5-20 s herabgesetzt. Trotzdem wird haufig eine, in
der vorliegenden Arbeit unerwiinschte, irreversible Bindung zwischen PDMS und
dem Glas—Substrat erreicht. In der Literatur gibt es verschiedene Ansitze, eine
(ir)reversible Haftung von PDMS auf verschiedenen Substraten zu erreichen. So
beschreiben z.B. Linder et al. [114] die Moglichkeit, nur durch Hydrophilisierung
des Glas—Substrates nicht aber des PDMS-Stempels eine reversible Haftung zu
erreichen, wiahrend die meisten Veroffentlichungen von der Hydroxilierung des
Stempels und des Substrates ausgehen [95,118,119].

Der Vollstédndigkeit halber sei das dritte Ziel der Plasmabehandlung erwihnt. Es
betrifft Forschungsgruppen, die mit elektroosmotischem Fluss durch die Mikroka-
pillaren arbeiten. Durch die Sauerstoff-Plasmaoxidation werden Silanol-Gruppen
(SiOH) an der PDMS-Oberfléche erzeugt, die in neutralen und basischen wéssri-
gen Losungen ionisieren (SiO~) und damit den elektroosmotischen Fluss in Rich-

tung der Kathode unterstiitzen [115].
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4.3 Praparation einzeln adressierbarer Lipid-

kompartimente

Im Folgenden wird erldutert, wie mikrostrukturierte Lipiddoppelschichtsegmente
durch die Kombination aus der Vesikelspreittechnik und dem MIMIC—Verfahren

der Softlithographie hergestellt werden.

Vesikel-
Suspensio

D PDMS-Gussform Y
i 1A

kapillarer Fluss
——————p

.

- \\\\\\Flowpad

Glas-Substrat

R

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

Abbildung 4.7: Schematische Darstellung der Mikrostrukturierung von

festkorperunterstiitzten Membransegmenten unterschiedlicher Komposition.

Abbildung 4.7 veranschaulicht die einzelnen Praparationsschritte. Zunéchst wird
die durch Replikatformen (s. 4.2.2) gewonnene PDMS-Gussform im Oy—Plasma
hydrophilisiert (s. 4.2.3) und in reversiblen Kontakt mit einer gereinigten Glas—
oberfliche gebracht, wodurch ein Netzwerk leerer Kanile entsteht. Jeder Kanal
endet an beiden Seiten in Flowpads, die iiber Zuflussvorrichtungen auf der Ober-
seite des PDMS-Stempels zugénglich sind. Die getrennten Flowpads erlauben
dabei eine einzelne Adressierbarkeit der Kanéle. Um diese Befiillungsvorrichtung

zu erhalten, wurden Raumhalter aus Edelstahl wihrend des Aushértungsvor-
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Abbildung 4.8: A: Blick auf einen umgekehrt liegenden Raumhalter, mit dem
die Befiillungsvorrichtung im PDMS-Stempel erzeugt wird; B: Seitenansicht
des Raumhalters mit dazugehorigem Edelstahlrahmen; C: Schemazeichnung der

Struktur 3.

gangs auf den Flowpads des Silicium—Wafers aufgesetzt. Dieser Raumhalter wird
in Abbildung 4.8 A skizziert, die den Blick auf den umgekehrt liegenden Raum-
halter zeigt. Abbildung 4.8 B stellt den Raumhalter aus Abb. 4.8 A mit dem
dazugehorigen Edelstahlrahmen in der Seitenansicht dar. Der Raumhalter wird
zusammen mit dem Edelstahlrahmen auf den strukturierten Silicium—Wafer ge-

setzt und so positioniert, dass die vier abgebildeten Sdulen des Raumhalters auf
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den vier Flowpads der Struktur aufliegen, die fiir die Befiillung bestimmt sind.
Die Flowpads sind schematisch als grofie Kreise in Abbildung 4.8 C, die die Struk-
tur 3 darstellt, eingetragen.

Nach dem Aushérten des PDMS konnen der Edelstahlrahmen und der Raum-
halter entfernt werden. Sie hinterlassen entsprechende Aussparungen im PDMS—
Stempel. Danach konnen unterschiedliche Vesikelsuspensionen in die einzelnen
Flowpads injiziert werden. Die pro Kanal injizierte Fliissigkeitsmenge betrigt
100 nl bis 300 nl, die Konzentration der Vesikelsuspensionen variiert je nach Li-
pidzusammensetzung zwischen 0,1 =2 und 1 4. Die obere Darstellung in Abbil-
dung 4.7 zeigt den Vorgang der Befiillung der einzelnen Kanile. Die verschiedenen
Graustufen der Kanéle kennzeichnen die Befiillung der Mikrokavitéiten mit un-
terschiedlichen, selektiv funktionalisierten Vesikelsuspensionen. Durch kapillare
Krifte, die in Kapitel 4.3.1 eingehend beschrieben werden, befiillen die Vesi-
kellosungen die Kanile, in denen die Vesikel an den Kapillaroberflichen adhérie-
ren, spreiten und zu planaren Lipiddoppelschichten fusionieren (s.4.1.1). Nach-
dem der PDMS—Stempel entfernt wurde und die Probe intensiv mit dem entspre-
chenden Puffer gespiilt wurde, verbleiben die getrennten Lipiddoppelschichtstrei-
fen aus unterschiedlichen Lipidkompositionen, dargestellt in dem unteren Bild in
Abbildung 4.7, auf dem Substrat und sind in wassriger Umgebung iiber meh-
rere Tage bis Wochen stabil. Die in dieser Arbeit verwendeten und konzipier-
ten Master—Strukturen werden im Anhang A aufgefiihrt. Die Abmessungen der
am héufigsten verwendeten Kapillarstruktur, Struktur 1, betragen 15 um Breite,
3 pum Hohe und 2 mm Lénge; die fiinf parallelen Kapillaren sind 5 pm vonein-
ander entfernt und enden an beiden Seiten jeweils in einem Flowpad der Grofie

2,13 mm x 2,13 mm.
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4.3.1 Hydrodynamische Betrachtung

Wie bereits in Kapitel 4.3 beschrieben wurde, bildet die Reliefstruktur in der
PDMS-Gussform durch das Aufsetzen auf ein festes Substrat ein Netzwerk lee-
rer Kanéle aus. Die Zugabe von Vesikelsuspensionen in die jeweilige, mit einer
Mikrokavitdt hydraulisch verbundene Befiillungsvorrichtung fiihrt zur spontanen
Fiillung des damit verbundenen Mikrokanals durch die wirkenden Kapillarkréfte.
Der Fluss einer Fliissigkeit durch eine Kapillare resultiert aus dem Bestreben
eines Systems, eine bestehende Druckdifferenz zwischen zwei hydrodynamisch
gekoppelten Bereichen der Fliissigkeit zu minimieren. Die Druckdifferenz ist eine
Folge der in unterschiedlichen Phasengrenzbereichen des Systems auftretenden
Kriimmungsunterschiede und der Existenz einer effektiven mechanischen Span-
nung in der Grenzschicht, der Oberflichen-bzw. Grenzflichenspannung [120]. Der
Einfluss der Gravitation wird in der folgenden Betrachtung, sofern nicht explizit
erwahnt, vernachlissigt, da er in vornehmlich horizontal ausgerichteten Syste-
men, wie es hier vorliegt, klein gegeniiber dem Beitrag des kapillaren Drucks ist.
Thermodynamisch kann die Befiillung eines Kanals infolge von Kapillarkraften
durch die Minimierung der freien Enthalpie AG gem&fl Gleichung 4.1 verstan-
den werden [87,117,120]. Betrachtet werde eine rechteckige Kapillare, darge-
stellt in Abbildung 4.9 (aus [117]), mit der Breite b und der Hohe ¢, die mit
der Fliissigkeit aus einem Fliissigkeitstropfen mit dem Radius r befiillt wird
(c,b < 1) Yov,Ysv,Vs'v, Vsr und e, bezeichnen die Grenzflichenspannungen
v = (%), 1.5, wobei L fiir die Fliissigkeit, V fiir die Dampfphase, S fiir PDMS
und S’ fiir das Substrat stehen. AAK"e und AAK e gehen die Anderungen der
Oberfliache des Fliissigkeitstropfens und der Kapillare an, die durch die Befiillung
des Kanals mit Fliissigkeit auftritt. Dieses Modell stellt nur eine grobe Néhe-
rung dar, da es anstelle der quaderformigen Flowpads, die als Fliissigkeitsreser-
voir dienen, mit den Grenzflichen Fliissigkeit—Substrat und Fliissigkeit-PDMS

einen Tropfen mit der Grenzfliche Fliissigkeit—Luft annimmt. Es veranschaulicht
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Abbildung 4.9: Modell fiir die Befiillung einer rechteckigen Kapillare mit einer

Fliissigkeit aus einem Fliissigkeitstropfen mit dem Radius r (aus [117]).

aber in geeigneter Weise die Abhéangigkeit der Kapillarkraft von den auftretenden

Grenzflichenspannungen.

AG = vy AAKWE _ f(ygp ~vep)AAKm (4.1)

2¢hA
= % — [(bAz + 2¢Az)(vsv — vs1.) + bAz(ysrv — Vo) (4.2)

Unter der Annahme, dass ¢, b < r, wird der erste Summand in 4.1 vernachlassig-

bar und dieser Ausdruck vereinfacht sich zu:

AG = —[(bAz 4+ 2cAz) (ysv — vs1) + bAZ(vsrv — vsr1)]- (4.3)

Ysv = Ys1 + Yrvcost (4.4)

Nimmt AG einen negativen Wert an, wird die Kapillare spontan gefiillt, ist AG
positiv, tritt keine Befiillung der Kapillare mit der Fliissigkeit auf. Unter Ver-

wendung der Youngschen Gleichung 4.4, die den Kontaktwinkel 6 in Relation
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zu den Grenzflichenspannungen ~; [120] setzt, sowie unter der Annahme b ~ ¢,

vereinfacht sich Gl. 4.3 zu:

AG = —[bAzypy (3cosh + cost)')]. (4.5)

Im benetzenden Fall, also fiir Werte von 6 und €' zwischen 0 und 90°, wird die
Fliissigkeit die Kapillare befiillen. Fliissigkeiten mit hohen Grenzflichenspannun-
gen und grofien Werten fiir v57, und v, (6,60 > 90°) flieflen nicht in die Kapillare.
Durch einen Zusatz von z.B. Tensiden oder organischen Lésungsmitteln wie Etha-
nol oder Methanol mit niedrigen Oberflichenspannungen zur Fliissigkeit kann die
Grenzflichenspannung herabgesetzt werden und die Kapillare wird befiillt. Kim
et al. [117] geben an, dass die Zugabe von 5% Ethanol (y,y = 22,39 ™ bej
T = 20° C [121]) zu Wasser (v, = 72,88 ™ bei T' = 20° C [121]) ausreichend
ist, um in eine mit reinem Wasser nicht befiillbare Kapillare aus PDMS und
einem teilweise hydrophilen Substrat (SAM, —COOCH; Endgruppe auf Gold)
(0 = 105°,0" = 60°) zu flieBen. Da die Grenzflichenspannung der Gussform aus
PDMS vgy = 21,6 ":n—N erheblich kleiner ist als die Grenzflichenspannung des
verwendeten Glassubstrats vgy & 73 %, wird das zu strukturierende Material
bevorzugt das Substrat benetzen [117]. Aquivalent zu der Betrachtung der Grenz-
flichenspannungen kann das Be— und Entnetzungsverhalten der Fliissigkeit in der
rechteckigen Kapillaren durch die Druckdifferenz Ap ausgedriickt werden, die fiir
die Versuchsdurchfiihrung anschaulichere Ergebnisse liefert. Die Druckdifferenz
Ap in Gleichung 4.6 , die auf die Fliissigkeit in einem an beiden Enden getffneten
Kanal ausgeiibt wird, setzt sich aus der Kapillarkraft p.q, und dem hydrostati-
schen Druck p, durch das Schwerefeld der Erde zusammen. In den Schweredruck
gehen die Dichte p der Fliissigkeit, die Gravitationsbeschleunigung g = 9,81

an der Erdoberfliche und die Hohe der Fliissigkeitssdule A ein.

Ap:pcazJ_|'p,¢}:pc<1p_|—p'g'h (46)
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Angenommen, die Kapillare wiirde mit Wasser (p = 10? %) gefiillt, betrigt
der Schweredruck p, ca. 10 Pa pro mm Differenz der Fliissigkeitssdulen in den

Zulauf- und Ablauf-Flowpads.

Der Kapillardruck pg,, fiir eine rechteckige Kapillare mit Breite b und Hohe ¢
kann ndherungsweise durch Gleichung 4.7 ausgedriickt werden, wobei der Term,
der die Anderung der Grenzfliichenspannung im Fliissigkeitsreservoir beschreibt,

wie auch in Gleichung 4.3 vernachlissigt wird [117,118,120].

1 dG cosl + cost  2cosh
Peap = = Y Kanal g, ~ v ( p + b ) (4.7)

Aus Gleichung 4.7 wird ersichtlich, dass der Kapillardruck stark abhéngig ist von
der Geometrie der gewédhlten Kapillare und besonders von den Kontaktwinkeln
0 und ¢ der verwendeten Fliissigkeit mit den Kapillaroberflichen aus PDMS
und Substrat. Optimal fiir das verwendete Probensystem wére ein hydrophili-
siertes PDMS-Replikat mit 6 ~ 0° [112] und ein Substrat mit ' = 0°. Auch
bei der Verwendung des hydrophoben PDMS mit 6 ~ 110° [83] kann der Kanal
je nach Wahl der Kapillargeometrie und des Kontaktwinkels des Substrats €’
befiillt werden. Die Abschéitzung des Kapillardrucks p.,, nach Gleichung 4.7
fiir die héufig verwendete Struktur 1, siche Anhang A.1, mit einer Breite von
b =15 pm und einer Hohe von ¢ = 3 pm ergibt fiir die beiden Grenzfélle § = 0°
und 6§ = 110° Werte von pe,(0 = 0°) = 57,6 kPa fiir hydrophiles PDMS und
Peap(0 = 110°) = 12,5 kPa fiir unbehandeltes, hydrophobes PDMS. Dabei wur-
de angenommen, dass der Kanal mit Wasser befiillt wird (v, &~ 73 2% [121])
und das Glas-Substrat ideal benetzbar ist (#' = 0°). Der Schweredruck p,, der
in den betrachteten Systemen in der Groflenordnung von 10 Pa liegt, kann hier
gegeniiber dem Kapillardruck p.q, vernachldssigt werden, dessen Werte in der
Groflenordnung von 10 kPa liegen. Daraus folgt, dass Ap = pe4,, wobei das Vor-

zeichen iiber die Be-bzw. Entnetzung der Oberflichen entscheidet. Nur bei einem
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positiven Wert von Ap wird die Kapillare befiillt. Die Abhéngigkeit des Kapillar-
drucks von den auftretenden Kontaktwinkeln und von der gewihlten Geometrie

wird in Abbildung 4.10 veranschaulicht.

cap
cap

Kapillardruck p__[kPa]
Kapillardruck p__[kPa]

sb885.38888838

Kapillarhéhe ¢ [um] Kapillarhéhe ¢ [um]

Abbildung 4.10: Abhéngigkeit des Kapillardrucks von der Geometrie des Mikro-
kanals fiir hydrophile PDMS-Oberflichen (links) und fiir hydrophobe PDMS-
Oberflichen (rechts) nach Gleichung 4.7.

Aufgetragen ist der nach Gleichung 4.7 berechnete Kapillardruck p.,, von Was-
ser mit v = 73 ”Zn—N als Funktion der Kapillarhohe fiir verschiedene Werte der
Kapillarbreite b. Die linke Abbildung zeigt den Grenzfall des ideal hydrophi-
lisierten PDMS-Replikats mit # = 0° und das rechte Diagramm bezieht sich
auf nicht behandelte, hydrophobe PDMS-Oberflichen mit § = 110°. Das Glas—
Substrat sei ideal benetzbar (6’ = 0°). Die Berechnung zeigt, dass der Kapillar-
druck bei vollsténdig hydrophiler Kapillaroberfliche (linke Abbildung) bei kon-
stanter Kapillarh6he abnimmt, je breiter die Kapillare gewdhlt wird. Umgekehrt
steigt der Kapillardruck mit zunehmender Kapillarbreite bei einer konstanten
Kapillarhéhe, wenn hydrophobe PDMS-Oberflichen verwendet werden (rechte
Abbildung). Diese Grafik zeigt deutlich, dass bei ungiinstiger Wahl der Brei-
te b und Hohe ¢ die Kapillare nicht mehr befiillt wird, da der Kapillardruck
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in diesem Fall negative Werte annimmt. Die dargestellte Abbildung bezieht sich
lediglich auf die Grenzfille des vollstéindig hydrophilen und hydrophoben PDMS—
Replikats. In Kapitel 4.2.3 wurde beschrieben, dass die einmal hydrophilisierte
PDMS-Oberfliche auf einer Zeitskala von Minuten bis zu einer Stunde wieder in
den hydrophoben Zustand iibergeht. Daher ist der Kontaktwinkel 0 zeitabhéngig
(0 = 0(t)). Auch die Substratoberfliche kann z.B. durch unzureichende Reinigung
des Glas—Trégers oder durch Verwendung hydrophober Substrate nur teilwei-
se oder gar nicht benetzend sein, wodurch der Kapillardruck erneut vermindert
wird und sogar die Befiillung verhindern kann. Die Abhéngigkeit des Kapillar-
drucks von den Kontaktwinkeln 6 und 6" wird in Abbildung 4.11 deutlich. Diese
Grafik zeigt den Verlauf des Kapillardrucks p.,, von Wasser als Funktion des
PDMS-Kontaktwinkels 6 fiir verschiedene Werte des Substrat—-Kontaktwinkels
¢'. Die Rechnung bezieht sich auf die geometrischen Grofien der Struktur 1 mit

b =15 pm und ¢ = 3 pum. Fiir diese konkrete Struktur lésst sich aus Abbildung

cap

Kapillardruck p__[kPa]

-50 T T T T T T T T
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Kontaktwinkel 0, [°]

Abbildung 4.11: Abhéngigkeit des Kapillardrucks von dem PDMS-Kontaktwinkel
0 fiir verschiedene Substrat—Kontaktwinkel # nach Gleichung 4.7.

4.11 leicht ablesen, ob fiir ein Wertepaar 6,60’ die Kapillare mit Wasser befiillt
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wird. Nimmt p.,, fiir eine Kontaktwinkelkombination 6,6’ einen positiven Wert
an, wird die Kapillare befiillt, ist p.,, negativ, tritt keine Befiillung ein. Fiir
hydrophilisiertes PDMS ergibt sich in den angefiihrten Beispielen auch bei der
Verwendung hydrophober Substrate ein positiver Wert des Kapillardrucks. Liegt
das PDMS jedoch in dem hydrophoben Zustand vor, hingt es von dem Kon-
taktwinkel des verwendeten Substrates ab, ob eine Befiillung der Mikrokapillare
moglich ist bzw. ob der Kapillardruck ausreichend grof§ ist, um eine Befiillung
der Kapillare innerhalb weniger Minuten zu gewé&hrleisten. Um hohe Kapillar-
driicke zu erreichen, miissen folglich die Produkte aus vy - cosf und vy - cos’
moglichst hohe Werte annehmen und es muss eine geeignete Geometrie fiir das

jeweilige System gewéhlt werden.

Im Folgenden wird das Geschwindigkeitsprofil und die mittlere Geschwindigkeit
einer Fliissigkeit in einer Mikrokavitit sowie die Befiillungsdauer des Kanals be-
trachtet, um abschétzen zu konnen, welchen Einfluss die Geometrie der Kapil-
lare, die absoluten geometrischen Mafle und der Kapillardruck auf diese Groéfien
nimmt. Mathematisch wird die Bewegung von Fliissigkeiten durch ein definiertes
Volumen beschrieben durch die vollstdndigen Navier—Stokes—Gleichungen 4.8, die
sich aus den Newtonschen Bewegungsgleichungen (Massen—, Impuls— und Ener-

gieerhaltung) ableiten [122].

— ok 4+ — 4 — * 4.
Pt phi+ 8:1:k{ Pt axk} * 0z {”[axj * 8@]} (4.8)

Hierbei bezeichnet wu; eine Komponente des Geschwindigkeitsfeldes « eines
Fliissigkeitsteilchens, p die Dichteverteilung, n die Scherviskositéit (dynamische
Viskositit), p das Druckfeld, k; sind die Komponenten der Massenkraft k=
limﬁ—i. Die Groflen A* und 7 sind materialtypische skalare Funktionen des ther-
modynamischen Zustandes, die nach dem Cauchy—Poisson—Gesetz der Materi-

altheorie einen linearen Zusammenhang (Gleichung 4.9) mit den Komponenten
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des Spannungstensors 7;; einer viskosen Fliissigkeit und denen des Deformations-
geschwindigkeitstensors e;; bilden, wodurch die explizite Berechnung der Dissi-

pationsfunktion ermdoglicht wird [122].

Tij = —p5¢j + )\*ekkdi]‘ + 27762‘.7‘ (49)

Um einen Ausdruck fiir das Geschwindigkeitsprofil der Fliissigkeit in den vorgege-
benen Mikrokanélen zu ndhern, werde die laminare, stationére Schichtenstrémung
in einem unendlich langen, geraden Rohr mit rechteckigem Querschnitt der Brei-
te b und der Hohe ¢ nach J.H. Spurk [122] betrachtet. Der Koordinatenursprung
befindet sich in der Mitte der Kapillare. Die Rohrachse verlaufe parallel zur z-
Achse und die Fliissigkeit sei inkompressibel (div @ = 0). Als weitere Vorausset-
zung wird angenommen, dass keine freien Oberflichen im betrachteten Volumen-
element vorliegen.

Die einzige nicht verschwindende Geschwindigkeitskomponente verlduft in
Rohrachsenrichtung (positive z-Richtung) und ist von der z-Koordinate un-
abhéngig, so dass die nichtlinearen konvektiven Glieder in den Bewegungsglei-
chungen wie bei allen Schichtenstrémungen verschwinden. Mit diesen kinematisch

einfachen Voraussetzungen reduzieren sich die Navier-Stokes—Gleichungen in kar-

tesischen Koordinaten 4.8 auf die Poisson—Gleichung 4.10 mit K = —%’g = const.
Pu  0u K
— +—=—— 4.10
0x? + 0y? n ( )
mit den Randbedingungen
b
u(z, Sy =0 (4.11)
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Eine mogliche Losung der linearen Gleichung 4.10 ist in Gleichung 4.12 angege-

ben.

K .2 , 8 (—1)"cosh(mz)
u(z,y) = %[Z -y + - nZ::l — m% cos(my)] (4.12)
mit m = T(2n - 1).
A) B)
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Abbildung 4.12: Nach Gleichung 4.12 berechnetes Geschwindigkeitsprofil in einem
Mikrokanal mit dem Seitenverhiltnis 5:1 (b = 15 um, ¢ = 3 pm) (A) und dem
Seitenverhéltnis 1:4 (b =1 um, ¢ = 4 um) (B).

Abbildung 4.12 A zeigt das aus Gleichung 4.12 berechnete, quasi—paraboloide
Geschwindigkeitsprofil in einem Mikrokanal. Aufgetragen ist %I gegen die rdum-
lichen Koordinaten x,y. Zur anschaulichen Darstellung wurden die Koordinaten
um % bzw. 5 transformiert. Fiir die Breite b und die Hohe ¢ des Kanals wurden
die Werte b = 15 pwm und ¢ = 3 pm eingesetzt, die der verwendeten Struktur 1,
sieche Anhang A.1, entsprechen. Der Einfluss der Geometrie und der Absolutwerte

der Abmessungen auf das Geschwindigkeitsprofil wird in Abbildung 4.12 B ver-
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deutlicht. Diese Graphik zeigt das fiir die Struktur 4A, siehe Anhang A.4, nach
Gleichung 4.12 berechnete Geschwindigkeitsprofil fiir einen Mikrokanal mit einer
Breite von b = 1 um und einer Hohe von ¢ = 4 pm. Die gleiche Ordinatenskalie-
rung wie in Abbildung 4.12 A verdeutlicht die Abnahme der Maximalgeschwin-
digkeit um 90%. Die Form bleibt quasi—paraboloid, wie Abbildung 4.13 zeigt, die
die Vergroflerung von Abbildung 4.12 B darstellt.

un/K [10™"m?]

1 0

b [Iln-,]

Abbildung 4.13: Vergroflerung von Abbildung 4.12 B, die das berechnete Ge-
schwindigkeitsprofil in einem Mikrokanal mit dem Seitenverhéltnis 1:4 (b = 1 um,

c =4 um) zeigt.

Der Einfluss der chemischen Heterogenitit der vier Winde, die zu einer Verzer-
rung des quasi—paraboloiden Geschwindigkeitsprofils fithren wird, geht in diese
Berechnung nicht ein, da die Oberflichenspannungen der vier Oberflichen als
gleich angenommen wurden. Auflerdem wurde bei der Berechnung nicht beriick-
sichtigt, dass Ap in Gleichung 4.7 auch von den geometrischen Gréflen b und ¢
abhéngt. Wie bereits beschrieben wurde, hingt der Verlauf des Kapillardrucks
als Funktion der Breite, bzw. Hohe davon ab, ob hydrophobe oder hydrophile
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PDMS-Oberflichen vorliegen. Tendenziell steigt der Kapillardruck bei hydrophi-
len PDMS—-Oberflichen mit abnehmender Breite und abnehmender Héhe und
nimmt bei hydrophoben Oberflichen mit abnehmender Breite bei konstanter
Hohe ab. Dagegen reduziert sich die mittlere Geschwindigkeit in jedem Fall mit
abnehmender Breite und Hohe. Diese gegenldufigen Effekte erschweren es, einen
generellen Trend fiir das Fliessverhalten in Abhéngigkeit der geometrischen Fak-
toren anzugeben. An einem Beispiel wird verdeutlicht, dass ein Kompromiss zwi-
schen Zeitbedarf und Befiillungsgarantie gefunden werden muss. Verglichen wird
die mittlere Geschwindigkeit U aus Gleichung 4.13, die das Verhiltnis aus Volu-
menstrom zu Kapillarquerschnittsfliche b- ¢ bei einer Fliissigkeitssidule der Linge
[ =5 mm angibt und die Zeit ¢ aus Gleichung 4.15 | die die Fliissigkeit benétigt,
um eine Linge | = 5 mm der Kapillare zu fiillen (fiir Struktur 1 mit b = 15 um,

¢ =3 pm und fiir Struktur 4A mit b =1 pm, ¢ =4 pum).

dz  CyAp
=—=—=— 4.1
v dt n (4.13)
mit = (2n—1)b
A1 64 & tanh(=5—7)
— [ _ == 4.14
Co 4 [3 bnd ; (2n — 1)° ] (4.14)

Die Zeit t, angegeben in Gleichung 4.15 erhilt man aus Integration von Gleichung

4.13.

n 12

f=— .
2-Ap-C,

(4.15)

Zum anschaulichen Vergleich werden die Ergebnisse in tabellarischer Form auf-
gefiihrt. Die Werte in Tabelle 4.1 beziehen sich auf ideal hydrophilisiertes PDMS
mit 0 = 0°, Tabelle 4.2 wurde mit # = 110° fiir hydrophobes PDMS berechnet.
Fiir das als ideal hydrophil angenommene Glassubstrat wurde 6’ = 0° eingesetzt
und fiir die Viskositdt n wurde der Wert fiir Wasser mit n = 1 mPa - s zur Be-

rechnung verwendet. Die Fiillgeschwindigkeit U ist umgekehrt proportional zur
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Struktur | Breite b (um) | Hohe ¢ (um) | Cy (um?) | Ap(kPa) | U(™™) | #(s)
1 15 3 0,66 56 739 0,34
4A 1 4 0,07 175 245 | 1,02

Tabelle 4.1: Berechnung fiir hydrophiles PDMS(6 = 0°); I = 5 mm.

Struktur || Breite b (um) | Hohe ¢ (um) | Cy (um?) | Ap(kPa) | U(™2) | #(s)
1 15 3 0,66 12,6 161 | 1,56
4A 1 4 0,07 | (-36,37) | (-0,51) | (-4,91)

Tabelle 4.2: Berechnung fiir hydrophobes PDMS (6 = 110°); [ = 5 mm.

Viskositét n und zur Linge [ der Fliissigkeitssdule. Sie nimmt also ab, je viskoser
die Fliissigkeit ist und je mehr die Kapillare gefiillt wird. U ist proportional zu
dem geometrischen Faktor C,, der zusammen mit der Viskositét 7 ein dissipati-
ver Faktor ist, und ist proportional zu dem Kapillardruck, der in Gleichung 4.7
angegeben ist. Vergleicht man die Werte fiir die mittlere Geschwindigkeit U in
Tabelle 4.1 fiir die Kapillare mit vollstindig hydrophilen Oberflichen, wird deut-
lich, dass die Grofle der Kapillare nicht nur Einfluss auf den Kapillardruck nimmt,
sondern auch die Fiillgeschwindigkeit dadurch bestimmt, dass die Kapillargrofie
in den geometrischen Faktor Cy eingeht. Beispielsweise nimmt der Kapillardruck
Deap = 175 kPa fiir Struktur 4A mit einem geometrischen Faktor von Cy = 0,07
um? den ca. dreifachen Wert des Kapillardrucks p.., = 56 kPa der Struktur 1 an,
wobei der geometrische Faktor der Struktur 4A nur ca. ein Neuntel des geometri-
schen Faktors der Struktur 1 mit C;, = 0,66 pm? annimmt. Umgekehrt betrigt
bei der partiell hydrophoben Kapillare der Kapillardruck des grofieren Kanals
(Struktur 1) pesp, = 12,6 kPa, wogegen sich fiir den kleineren Kanal (Struktur
4A) rechnerisch ein deutlich kleinerer Wert von p.,, = —36,37 kPa ergibt, was
physikalisch bedeutet, dass sich diese Kapillare nicht mit dieser Fliissigkeit fiillen
wird. Analog zeigt sich dieses Verhalten bei der Betrachtung der Befiillungszei-
ten ¢, die rechnerisch fiir Kapillaren von wenigen mm Léange in der Gréflenordnung
von Sekunden liegen. Diese Ergebnisse wurden experimentell von Delamarche et

al. [118] und Kim et al. [117] fiir wissrige Losungen bestéitigt. Um eine kurze
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Abschéatzung fiir die mittlere Geschwindigkeit U und die Befiillungszeit ¢ durch-
zufiithren, kann man den Faktor C; aus Gleichung 4.14 zu Ausdruck 4.16 néhern.
Zur Berechnung der mittleren Geschwindigkeit U und der Befiillungsdauer wurde
in den Gleichungen 4.13 und 4.15 C, = ég eingesetzt. Bei dieser Ndherung wird

der dissipative Term C}, der den Einfluss der Geometrie beschreibt, ndherungs-

2bc

weise durch den hydraulischen Radius Ry = ;75

ausgedriickt, der das Verhiltnis
der vierfachen Querschnittsfliche zu der benetzten Umfanglénge des Querschnitts

der Kapillare angibt [122].

)2 (4.16)

Fiir die hier betrachteten Systeme ist der Fehler bei der Berechnung der mittleren

Geschwindigkeit und der Befiillungsdauer kleiner als 16 %.

Ein Ma#f fiir den Einfluss der dynamischen Viskositéit n auf die Stromungsform
wird durch die dimensionslose Reynoldssche Zahl Re gegeben, die als Verhéltnis
des Trégheitsterms zu dem Zdhigkeitsterm der Navier-Stokes—Gleichungen 4.8
ausgedriickt werden kann. Der Wert der Reynoldsschen Zahl Re wird nach
Gleichung 4.17 berechnet, wobei in diesem Fall fiir die systemcharakteristische

Liange L der hydraulische Radius Ry der Kapillare eingesetzt wird [122,123].

_U'L-p_U'RH',O
n n

Re

(4.17)

Unterhalb eines problemspezifischen Schwellwertes, der kritischen Reynoldsschen
Zahl Rey,;;, beobachtet man geradlinige, zur Rohrwand parallele Teilchenbahnen
mit einem schichtenférmigen oder laminaren Stromungsverlauf. Wird der Wert,
der kritischen Reynoldsschen Zahl {iberschritten, wird die Stréomung turbulent.
Diese Stromungsform ist gekennzeichnet durch eine stark erhéhte Diffusion, Insta-
tionaritédt der wirbelbehafteten Stromungen und durch stochastisches Verhalten

der Stromungsgroflen. Als Richtwert von Reyg,; unter technischen Bedingungen
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wird in [122] ein Wert von Rey.; = 2300 angegeben. Berechnet man z.B. aus
den Werten der Tabelle 4.2 die Reynoldssche Zahl fiir die Befiillung der Kapil-
larstruktur 1 mit Wasser, ergibt sich ein Wert von Re = 8 - 1073 fiir [ = 5 mm.
Da die mittlere Geschwindigkeit U reziprok von der Linge der Fliissigkeitssiule [
in der Kapillare abhidngt, nimmt auch die Reynoldssche Zahl Re mit zunehmen-
der Lange [ ab. Da die Reynoldssche Zahl der betrachteten mikrofluiden Syste-
me um Groéflenordnungen kleiner ist als die kritische Reynoldssche Zahl, ist die
Stromungsform in der Kapillare laminar und somit diese Voraussetzung fiir die
Berechnung der angefiihrten Stréomungsgrofien erfiillt.

Die Bereiche des Systems, die keine freien Oberflichen beinhalten, sollten trotz
der vernachléssigten Einfliisse wie z.B. Oberflichenrauhigkeiten oder Kriimmun-
gen in der Kapillarstruktur ndherungsweise gut durch die angefiihrte Berech-
nung beschrieben werden konnen. Fiir den Bereich der Fliissigkeitsfront, die sich
durch die Kapillare bewegt, verliert die oben angefiihrte Losung ihre Giiltigkeit,
da in Anwesenheit freier Oberflachen, die das Phidnomen der Oberflachen—bzw.
Kapillarspannung zeigen, der Einfluss der Massenkraft in der Berechnung nicht

eliminiert werden kann.

niedrig mittel hoch
Ysv

Abbildung 4.14: Schematische Darstellung der Laufmittelfronten in einer recht-
eckigen Kapillaren als Funktion der Grenzflichenspannung des Substrats ~yg/y

(aus [124]).

Nach der Betrachtung des Flieflverhaltens der Fliissigkeitssdule in der Mikro-
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kapillaren, soll nun die Form der Fliissigkeitsfront untersucht werden, die von
den Grenzflichenspannungen ~; abhéngt [85]. Der Zusammenhang wurde quali-
tativ von Kim et al. [124] charakterisiert, die Alkanthiolat-SAMs mit verschie-
denen terminalen Kopfgruppen auf Au/Ti/SiO4/Si-Substraten verwendeten, um
die Grenzflichenspannung g zu variieren, und die Kanéle mit einem fliissi-
gen Prépolymer von Polyurethan fiillten, um die Form der Laufmittelfront zu
untersuchen. Der Kontaktwinkel des verwendeten fliissigen Préapolymers von Po-
lyurethan auf PDMS betrigt Ouavancing = 58° [124].

Abbildung 4.14 zeigt in schematischer Darstellung die Formen der Lauffronten
des Pridpolymers fiir verschiedene Grenzflichenspannungen des Substrats. Mit
zunehmender Grenzflichenspannung ~sy,, also nach Gleichung 4.4 mit abneh-
mendem Kontaktwinkel ¢’ zwischen Prapolymer und Substrat, ist der vorauslau-
fende Fluss in den Ecken stéirker ausgepriagt und zeigt schliefflich einen gleiten-
den Film auf dem Substrat, wobei die konkave Kriimmung der Fliissigkeitsfront

beibehalten wird. Dieses Benetzungsverhalten wurde durch die eigenen Unter-

20 pm

Abbildung 4.15: Profile der Fliissigkeitslauffronten einer 5-(6)-FAM-Lésung bei
der Verwendung von hydrophoben (A) und hydrophilen (B) PDMS-Oberfléchen.

suchungen bestétigt, die mit einem konfokalen Laser-Raster—Mikroskop aufge-
nommen wurden. Bei der Befiillung einer Kapillare, die aus einer unbehandelten,

also hydrophoben PDMS—Gussform und einem Glassubstrat besteht, mit einer
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wissrigen 5-(6)-FAM-Losung (0,12 4) zeigte sich, wie in Abbildung 4.15 A
dargestellt wird, eine konvexe Lauffront. Wird die PDMS—-Gussform zuvor im
O,—Plasma hydroxiliert (s. Kapitel 4.2.3) und durch die Hydrophilisierung der
Wert der Grenzflichenspannung gy erhoht, tritt die anfingliche Befiillung der
Kapillare in den Ecken ein, gefolgt von der kompletten Fliissigkeitssiaule. Das kon-
kave Profil der Lauffront ist in Abbildung 4.15 B zu erkennen. Die Glassubstrate
wurden in beiden Féllen auf gleiche Weise vorbehandelt (s. 4.1.1) und hatten
demnach theoretisch die gleiche Grenzflichenspannung.

Neben dem beschriebenen Einfluss, der sich aus der Instationaritit der Grenz-
flichenspannung des hydrophilisierten PDMS ergibt, sind weitere Abweichungen
von dem aufgezeigten, idealen Flielverhalten einer Fliissigkeit in einer Mikroka-
vitdt zu erwarten. Diese sollen im Folgenden aufgefiihrt werden.

Beispielsweise bewirken Grenzflichenspannungsgradienten einen Fluss, der nicht
auf die Kapillarwirkung zuriickzufiihren ist. Er wird iiblicherweise als Marangoni—
Fluss bezeichnet und bewirkt eine spontane Fliefbewegung der Fliissigkeit von
Regionen mit niedriger zu hoherer Grenzflachenspannung [120]. Auch Inhomoge-
nitdten der chemischen Komposition der Oberflichen und Variationen der Geo-
metrie der Festkorperoberflichen fithren dazu, dass insgesamt Abweichungen von
der vereinfachten Betrachtung zu erwarten sind.

Eine weitere Abweichung von dem durch die Navier-Stokes—Gleichungen 4.8
beschriebenen Fliefliverhalten in einer Mikrokapillare wurde von Chun Yang et
al. [125] beschrieben, die den Einfluss elektrokinetischer Effekte auf den Fluss
einer Fliissigkeit in Mikrokanélen untersuchten. Der Einfluss des Feldes der elek-
trischen Doppelschicht (EDL), der Kanalgrofie und der statischen elektrischen
Ladungen auf die Fliissigkeitsgeschwindigkeitsverteilung, das Strémungspoten-
tial, den Volumenstrom und die Reibungskoeffizienten wird durch einen zusétzli-
chen Kraftterm beschrieben, der den Navier-Stokes—Gleichungen 4.8 hinzugefiigt
wird und direkt proportional zum Strémungspotential und der Nettoladungsdich-

te auf den Wanden ist. Die Autoren beschreiben, dass unter Beriicksichtigung des
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EDL-Einflusses signifikante Effekte auf das Fliissigkeitsprofil zu erwarten sind.
So sei die Fliegeschwindigkeit der Fliissigkeit in der Néihe der Kapillarwinde
anndhernd Null aufgrund der durch die Wirkung des EDL-Feldes und des in-
duzierten Stromungspotentials erhohten Reibung. Auflerdem sind erhebliche Ab-
weichungen des klassischen Geschwindigkeitsprofils 4.12 in den Ecken des Ka-
nals zu erwarten. Fiir das Fallbeispiel mit einem elektrokinetischen Durchmesser
Dg = % von 24,7, der den Quotienten aus dem zweifachen, hydraulischen Ra-
dius Ry der Kapillare und der Dicke der Debye—Hiickel-Schicht d; angibt, wird
eine Abnahme der maximalen Geschwindigkeit bei Beriicksichtigung der elek-
trokinetischen Effekte von 25% angegeben. Es wird angenommen, dass es ein
kritischer Wert fiir den elektrokinetischen Durchmesser Dpg existiert, bei dem der
zusitzlich auftretende Stromungswiderstand maximal ist.

Der hydraulische Radius Ry der in der vorliegenden Arbeit am hédufigsten ver-
wendeten Kapillarstruktur 1 (s. Anhang A.1) betrégt Ry = 1;2% =5-107% m.
Wie in Abschnitt 5.1 beschrieben wird, nimmt die Debye-Lange d; nach Glei-
chung 5.7 beispielsweise fiir den verwendeten Puffer von 10 mM NaCl einen
Wert von d;, = 3-107% m an. Somit betrigt der elektrokinetische Durchmesser
Dy = % = 3300 fiir Struktur 1 und der beschriebene Einfluss des EDL-Feldes
auf das Fliefiverhalten kann bei der verwendeten Struktur vernachlissigt werden.
Sollten allerdings im Zuge des Miniaturisierungsbestrebens kleinere Strukturen
eingesetzt werden, die einen niedrigeren hydraulischen Radius Ry aufweisen, oder
Puffer mit geringerer Ionenkonzentration verwendet werden, die eine grofiere dif-
fuse elektrische Doppelschicht aufweisen, so verringert sich der elektrokinetische
Durchmesser Dy entsprechend. In diesem Fall sollten die von Chun Yang et al.
beschriebenen Effekte bei der Betrachtung des Flieiverhaltens einer Fliissigkeit
in einer rechteckigen Mikrokapillare beriicksichtigt werden.

Mit einer elektroosmotischen Durchflusskontrolle konnte der Durchfluss geladener

Vesikel in der Kapillare beschleunigt werden oder eine Auftrennung von gelade-

nen und neutralen Vesikeln in dem Kanal erreicht werden. Der druckgetriebene
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Durchfluss ist zwar leicht und flexibel einsetzbar und weitgehend unabhéngig
von lonenstiarke, pH—Wert und Oberflichenkontaminationen, aber héiufig auf-
grund seines paraboloiden Geschwindigkeitsprofils besonders in rechteckigen Ka-
pillaren unzureichend kontrollierbar. Im Vergleich dazu ist der elektroosmotische
Fluss extrem abhéngig von moglichen Verdnderungen der Oberflichenladungen
durch Kontamination oder Adhésion des Analyten, bietet aber ein stumpfes Ge-
schwindigkeitsprofil, dass weitgehend unabhéngig von der Geometrie der Kapilla-
re ist [126]. Da beide Moglichkeiten der Durchflusskontrolle unterschiedliche Vor—
und Nachteile aufweisen, muss im Einzelfall der entsprechenden Anwendung ab-
gewogen werden, welcher Durchflussantrieb giinstig eingesetzt werden kann. Auch
ein auf kontrollierter Diffusion basierender Gradientenmischer, wie er von Jeon et
al. [127] beschrieben wird, ist fiir die Mikrostrukturierung kiinstlicher Membra-
nen von Interesse, da so definierte Konzentrationsgradienten in der Komposition

der Lipide oder der Rezeptorkonzentration einfach erzeugt werden koénnen.

4.3.2 Die Wahl der geeigneten Replikatstruktur

Bei der Konzipierung neuer Master—Strukturen miissen zusétzlich zu der hy-
drodynamischen Betrachtung auch einige Stabilitdtskriterien beachtet werden.
Es gibt eine minimale Grofle, bis zu der die Strukturen gut abgeformt werden
kénnen. Mit PDMS lassen sich Strukturen bis zu einer minimalen Gréfle von
500 nm herstellen. Kleinere Strukturen kénnen durch die Verwendung hérterer,
siloxanbasierter Materialien erzeugt werden [88,128]. Delamarche et al. replizier-
ten so Strukturen bis 50 nm [113] und Xia et al. berichten von Strukturen bis zu
30 nm [7,85]. Die minimale Breite der im Rahmen dieser Arbeit entstandenen
Masterstrukturen, die in Anhang A abgebildet sind, betrdgt 1 um (Struktur 4A).
Abbildung 4.16 A zeigt die stabilitdtsbestimmenden Abmessungen h, d und [ des
PDMS—-Stempels. Der repriasentative Wertebereich der Langen h, d und [ betriagt
nach Xia et al. [7) h =10,2—20 um, d = 0,5 — 200 pm und [ = 0,5 — 200 pm.
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Struktur 1 | Struktur 2 | Struktur 3 | Struktur 4A | Struktur 4B | Struktur 4
h 3 3 4 4 4 4
d 15 10 8 1 2 5
l 5 4 2,5 2 2,2 3
Ry 5 4,62 5,33 1,6 2,67 4,44
h 0,6 0,75 1,64 2 1,82 1,33
d 5 3,3 2 0,25 0,5 1,25

Tabelle 4.3: Tabellarische Auffithrung der stabilitdtsbestimmenden Parameter fiir

die verwendeten Strukturen. Alle Angaben in um.

Die Seitenverhéiltnisse % und % bestimmen die Stabilitidt der Struktur. Ist das

Aspektverhiltnis von %

zu gro}, wird der Stempel unter seinem eigenen Ge-
wicht zusammenfallen, wie Abbildung 4.16 B veranschaulicht. Ist das Verhéltnis
von % zu grofl, wie Abbildung 4.16 C zeigt, hingt der Stempel in der Kavitéit
durch [129]. Ein giinstiger Wertebereich fiir die Seitenverhéltnisse ist 0,2 < % <2
und % < 20 [7]. Unter Beriicksichtigung dieser Stabilitétskriterien wurden im
Rahmen dieser Arbeit neue Strukturen konzipiert, deren wichtige Lingen und
Seitenverhiltnisse in Tabelle 4.3 aufgefiihrt werden. Die Strukturbreite wurde
verkleinert und die Abstédnde zwischen den Kanélen verringert, um letztendlich
die zu untersuchenden Membransegmente dem Rasterkraftmikroskop als Ana-
lysemethode zugénglicher zu machen, da so simultan mehrere Probensegmente

untersucht werden konnen. Ein Vorteil der neuen Masterstrukturen 3 (s. Anhang

A.3) und 4, 4A und 4B (s. Anhang A.4) gegeniiber den Masterstrukturen 1 (s.

A)

L. .

Abbildung 4.16: Stabilitdtsbestimmende Abmessungen des PDMS—Stempels.

B)
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Anhang A.1) und 2 (s. Anhang A.2) ist der kiirzere Zuleitungsweg, wodurch ei-
ne wesentlich geringere Befiillungsdauer entsteht (s. 4.3.1). Weitere Vorteile sind
die Verkleinerung des Stromungswiderstands durch die Konzipierung von trich-
terformigen Zuleitungswegen und die Verwendung mehrerer Zuleitungen fiir jeden
einzelnen Kanal, die eine verléssliche Befiillung des Kanals gewéhrleisten, auch
wenn einzelne Zuleitungswege verzerrt abgeformt wurden, was in Kriimmungsbe-
reichen gelegentlich auftritt. Dadurch wird hdufig der Durchfluss gehemmt oder
vollstéandig verhindert. Die absolute Verzerrung der Replikatstruktur von ihrer
gewiinschten Geometrie und die relativen Abweichungen der PDMS—-Stempel un-
tereinander, die wihrend der Herstellung der Stempel oder durch elastische Ver-
formung bei der Kontaktierung des Substrates entstehen, sind nach Rogers et
al. [130] quantifizierbar, spielen bei den Untersuchungen in dieser Arbeit aber ei-
ne untergeordnete Rolle. Um die Durchflusszeit moglichst gering zu halten, kann
zusétzlich zu der Verkiirzung der Zuleitungswege der Kanal durch Anwendung
eines dufleren Drucks gespiilt werden. Bei dem sog. vakuumunterstiitzten Mikro-
formen in Kapillaren [131] wird ein Unterdruck in dem Kanal erzeugt, der die
Durchflussrate entsprechend den Betrachtungen in Kapitel 4.3.1 beschleunigt.
Bei den eigenen Untersuchungen fiihrte die Verwendung einer Peristaltikpum-
pe hiufig zum Verlust der Haftung zwischen Substrat und PDMS-Stempel oder
zur Luftblasenbildung im Mikrokanal. Daher wurde auf die Spiilung der Kapil-
laren durch die Anwendung eines dufleren Drucks verzichtet und der Durchfluss
iiber die Oberflichenspannungen von Substrat und Stempel geméafl den Erkldrun-
gen aus Kapitel 4.3.1 kontrolliert. Abgesehen von der Anwendung eines dufleren
Drucks durch die Verwendung einer Pumpe und die Einstellung der Oberflachen-
spannungen von Substrat und PDMS-Stempel durch Plasma—Oxidation kann die
Kontrolle des Durchflusses durch das Anlegen eines elektrischen Potentials oder
lediglich iiber die Gravitation erfolgen [132]. Um einen Durchfluss durch die Ka-
pillare zu gewéhrleisten, ist es nicht zwingend notwendig, beide Kapillarenden

zu Offnen [117]. Da das Abformen der PDMS-Stempel von der Masterstruktur
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einfacher wird, je weniger Aussparungen sich in dem Stempel befinden und die
einzelnen Kanalstrukturen platzsparender mit kiirzeren Zuleitungswegen ange-
ordnet werden konnten, wurde bei der Konzipierung der Stempel 3, 4, 4A und 4B
weitgehend auf ein zweites Flowpad pro Kanal verzichtet. Die verdrangte Luft
entweicht durch das Polydimethylsiloxan. Allerdings muss eine erhéhte Durch-
flusszeit in Kauf genommen werden. Delamarche et al. [118] beschreiben, dass
die Befiillung einer Kapillare mit einer Querschnittsfliiche von 1 pm? und einem
geschlossenen Ende um 40 % langsamer erfolgt als die entsprechende beidseitig
geoffnete Kapillare.

Uber das Stromungsverhalten der Vesikel in der in die Mikrofluidik injizierte
Suspension kénnen bisher nur Vermutungen angestellt werden. Die verwende-
ten, mit einer Polycarbonatmembran von 50 nm extrudierten und beschallten
Vesikel aggregieren teilweise wieder, so dass sich auch groflere Partikel in der
Suspension befinden. Wahrscheinlich erfolgt eine Fraktionierung der Vesikel mit
abnehmender Teilchengrofie wie bei der Kapillaren Hydrodynamischen Fraktio-
nierung (engl.: Capillary Hydrodynamic Fractionation (CHDF)) [133-135], die
zur Groflenselektion nicht geladener Teilchen mit Durchmessern in der Gréfien-
ordnung von 10 nm bis zu einem Mikrometer eingesetzt wird. Kleine Teilchen
bewegen sich im Lésungsmittelstrom langsamer, da sie sich statistisch betrach-
tet hdufiger in Bereichen des Fliissigkeitsstroms bewegen, die sich weiter von der
Kapillarachse entfernt befinden und in denen die Geschwindigkeit aufgrund des
paraboloiden Stromungsprofils geringer ist. Groflere Vesikel konnen sich wegen
ihres grofileren Durchmessers nicht so nah an den Rand bewegen [136].

Giinstig ist, dass eine geringe Vesikeldichte im Losungsmittel ausreicht, um iiber
den Spreitprozess eine geschlossene planare Membran auf dem Substrat zu erzeu-
gen und so einer moglichen Verstopfung der Kapillare durch eine Ansammlung
iiberschiissiger und nicht adhérierter Vesikel vorzubeugen, wie die eigene Unter-
suchung ergab. Die Teilchendichte wurde so gewihlt, dass beispielsweise bei einer

Lipidkonzentration von 0,1 ¥ eine in das Flowpad einer mittleren Kapillare von
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Struktur 1 injizierte Menge von 300 nl an Vesikelsuspension einer a~14fachen
vollstdndigen Fliachenbedeckung entspricht, wenn die Vesikel sowohl in beiden

Flowpads als auch auf allen vier Wénden, also auf Glas und PDMS!, spreiten.

In Anbetracht der angestrebten Miniaturisierung der Mikrofluidik sollte der Ein-
fluss der Verkleinerung der Kanalbreite auf das Stromungsverhalten beachtet wer-
den. Die Beeinflussung des Spreitverhaltens der Vesikel in der Kavitdt konnte
bisher lediglich vermutet (vgl. Abschnitt 4.4), jedoch nicht geklirt werden. Da
aber aufgrund des hydrodynamischen Fliefiverhaltens die Befiillung der Kanile
mit abnehmender Breite und Hohe in jedem Fall verzogert wird (s. 4.3.1), sollte
bei den Untersuchungen jeweils abgewogen werden, ob die Miniaturisierung der
Strukturen, wie bei der Untersuchung mit dem Rasterkraftmikroskop, Vortei-
le bringt, oder ob die schnelle und verlédssliche Membransegment—Priparation im
Vordergrund steht, da es bei den erhohten Befiillungszeiten der kleineren Struktu-
ren schnell zum Versiegen bzw. zum Eintrocknen des Fliissigkeitsstroms kommen
kann. Wird die Probe lediglich mit optischen Untersuchungsmethoden charakteri-
siert, kann zugunsten kiirzerer Befiillungszeiten durchaus auf die Miniaturisierung

verzichtet werden.

'Das Spreiten von Phospholipidvesikeln auf PDMS wurde z.B von Boxer et al. gezeigt [106].
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4.4 Entwicklung und Validierung des Bindungs-
assays auf Basis von segmentierten Mem-

branen

Ausgehend von der Fragestellung, ob das vorgestellte Konzept zur Generierung
strukturierter Lipidmembranen auch praktisch realisierbar ist, werden zunéchst
die Moglichkeiten, Problematiken und Grenzen der Priparation und der opti-
schen bzw. rasterkraftmikroskopischen Detektion besprochen. Anschlieend wer-
den in Abschnitt 4.4.1 die an dem konzipierten Bindungsassay durchgefiihrten
Protein—Rezeptor-Bindungsstudien vorgestellt. Die in Abbildung 4.17 gezeigte

Abbildung 4.17: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von Texas Red-DHPE do-
tierten DMPC-Lipidsegmenten in 10 mM NaCl, die mit der Struktur 1 generiert

wurden.

fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von strukturierten Texas Red—~x-DMPC-
Membranen in 10 mM NaCl, die mit der Struktur 1 (s. A.1) generiert wurden,
belegt, dass die Strukturierung und rdumliche Trennung von Membrankompar-

timenten mit der beschriebenen Methode generell durchfiihrbar ist. Die abgebil-
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deten Strukturen sind, wie durch die Masterstruktur vorgegeben, 15 pm breit
und 5 um voneinander getrennt. Die rdumliche Separation blieb auch nach der
Abnahme des PDMS-Stempels {iber einige Wochen erhalten, wie eine Langzeit-
beobachtung ergab. Die Untersuchung der Lipiddoppelschichten erfolgte jedoch
immer innerhalb weniger Tage nach der Priparation der Lipidsegmente, um einen
moglichen Einfluss durch Alterungserscheinungen der Probe, wie z.B. Adsorption,
Kontamination oder Ablosen der Membran, auf die Messergebnisse auszuschlie-
en. Die rdumliche Stabilitit der Lipidsegmente wurde sowohl bei Lipiden im Gel-
zustand als auch bei Lipiden in der fluiden Phase, wie z.B. POPC bei Raumtempe-
ratur, beobachtet. Wahrscheinlich verbleibt beim Ablosen des PDMS—Stempels
von dem Substrat eine Monoschicht an PDMS auf dem Glas, die die laterale
Diffusion der strukturierten Lipide in diese Bereiche unterdriickt, wodurch die

Streifenform der Lipiddoppelschicht erhalten bleibt.

Um beispielsweise Randeigenschaften der gespreiteten Lipidsegmente oder das
hydrodynamische Verhalten der verwendeten Suspensionen zu untersuchen, wur-
de die vereinfachte Struktur 2 (s. Anhang A.2) verwendet, die im Folgenden
charakterisiert wird. In Abbildung 4.18 sind fluoreszenzmikroskopische Moment-
aufnahmen von Texas Red-DHPE dotierten DMPC—Vesikeln in 10 mM NaCl
mit einer Konzentration von ¢ = 2 74, die sich entlang den Kapillaren der Struk-
tur 2 bewegen, dargestellt. In der Kapillarstruktur 2 sind 300 Kanéle, die jeweils
10 pm breit, 3 pm hoch und 3 mm lang sind, parallel in Absténden von je 4 um
angeordnet. Alle Kapillaren enden an beiden Seiten jeweils in dem gleichen Flow-
pad, so dass die selektive Adressierbarkeit bei dieser Struktur nicht gegeben ist
und alle Kanile mit der gleichen Fliissigkeit befiillt werden. Ein ausgedehntes
Flowpad, das als Fliissigkeitsreservoir dient, ist deutlich in Abbildung 4.18 B und
in der vergroferten Ansicht 4.18 C zu erkennen. Aus diesem Reservoir wird die
Vesikellosung infolge von kapillaren Kriften durch die aus dem Flowpad abzwei-

genden Kanile gezogen.
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Abbildung 4.18: A: Fluoreszenzmikroskopische Momentaufnahmen von Texas
Red-DHPE dotierten DMPC—Vesikeln, die sich entlang den Kapillaren der Struk-
tur 2 bewegen; B: nach wenigen Minuten sind die Kanéle vollstindig mit der

Vesikelsuspension gefiillt; C: Vergréflerung von B.
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Die Stabilitidt des Flowpads wird durch 5 um x 5 pm groflie Sdulen gewihrlei-
stet, die in regelméifigen Abstdnden von 30 pum angeordnet sind, und in Ab-
bildung 4.18 C deutlich als schwarze Aussparungen in dem wegen der Fiillung
mit fluoreszierender Vesikelsuspension farbig dargestellten Flowpad erscheinen.
AuBerdem ist Abbildung 4.18 C zu entnehmen, dass es bei stellenweise unzurei-
chender Haftung zwischen PDMS-Stempel und Glassubstrat zur unerwiinschten
Mischung der Vesikellsungen in benachbarten Kapillaren kommen kann, wie die
feinen, fluoreszierenden Veristelungen belegen. Abbildung 4.18 A zeigt Moment-
aufnahmen der Befiillungssequenz nach 0 min, 2 min und 4 min. Deutlich wird,
dass die Befiillung der Kapillaren in einigen Kanélen kontinuierlich voranschrei-
tet, wihrend der Fluss in anderen Kapillaren hédufig durch Verunreinigungen
gehemmt wird und diese Kanéle nicht befiillt werden konnen. Abbildung 4.19
zeigt die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der eben beschriebenen struk-
turierten Lipiddoppelschichten auf dem Glassubstrat nach dem Entfernen des
PDMS—-Stempels. Die Kanile in Abbildung 4.19 A wurden in diesem Bereich des
Stempels vollsténdig befiillt, so dass sich klar strukturierte Lipiddoppelschichtseg-
mente gebildet haben. Die Abbildungen 4.19 B und C verdeutlichen die Situation,
in der es zur unvollstandigen Befiillung der Kanéle in benachbarten Bereichen des
Stempels und somit nur zur partiellen Ausbildung einer geschlossenen Lipiddop-
pelschicht gekommen ist, die auf die Verhinderung des Vesikelflusses durch die
Hydrophobie des PDMS-Stempels (s. Abschnitt 4.3.1), auf die Verstopfung ein-
zelner Kapillaren durch Vesikelanh&ufungen oder auf die Verarmung der Vesikel

innerhalb des winzigen Volumens (= 50 Picoliter) zuriickzufiihren ist.
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Abbildung 4.19: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der in Abbildung 4.18
beschriebenen, strukturierten Lipiddoppelschichten auf dem Glassubstrat nach

dem Entfernen des PDMS-Stempels (Struktur 2).
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Abbildung 4.20: Rasterkraftmikroskopische Topographieaufnahmen (Contact-
Mode, Hohenskala 20 nm) von strukturierten DMPC-Lipiddoppelschichten
(Struktur 2).

Neben der fluoreszenzmikroskopischen Charakterisierung wurden die Lipidseg-
mente rasterkraftmikroskopisch untersucht. Die im Contact—-Mode aufgenomme-
nen Topographiebilder in den Abbildungen 4.20 A und 4.21 A, C zeigen struk-
turierte Lipiddoppelschichten aus DMPC in 10 mM NaCl, die mit der in An-
hang A gezeigten Struktur 2 generiert wurden. Die in Abbildung 4.21 B darge-
stellte Hohenanalyse, die entlang der in Abbildung 4.21 A eingezeichneten Linie
gewonnen wurde, und die in Abbildung 4.21 D wiedergegebene Korrelationsana-
lyse, deren Daten sich auf das in Abbildung 4.21 C eingetragene Rechteck bezie-
hen, ergeben einen mittleren Hohenunterschied von 4,2 + 0,5 nm, der sehr gut
mit dem theoretischen Wert fiir festkorperunterstiitzte DMPC-Doppelschichten
iibereinstimmt. Diese Hohenanalyse zeigt deutlich, dass sich planare Lipiddop-

pelschichten auf dem Glassubstrat gebildet haben.

Bei der Préparation der strukturierten Lipiddoppelschichten wurden einige Pro-
bleme beobachtet, die im Folgenden beschrieben werden. Der Abstand zwischen

den Lipidstreifen sollte bei der verwendeten Struktur 2 d = 4 pum betragen. Da
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Abbildung 4.21: Topographiebilder (Contact-Mode, Hohenskala 20 nm) und
Hohenanalyse von strukturierten Lipiddoppelschichten aus DMPC in 10 mM
NaCl (Struktur 2).

der Abstand in den Experimenten, die in den Abbildungen 4.20 und 4.21 gezeigt
werden, lediglich d~ 2-3 um betragt, liasst sich daraus schlieflen, dass entwe-
der dieser PDMS—Stempel beim Replikatformen nicht korrekt abgeformt wurde,
oder dass die Haftung zwischen dem Stempel und dem Substrat an den Rindern
der aufliegenden Struktur unzureichend war und hier Vesikellosung unter den
PDMS-Stempel gelangen konnte. Eine dritte Erklarungsmoglichkeit wire, dass
iiberschiissige Vesikel nach dem Entfernen des PDMS-Stempels an diesen Stellen

adhérierten und spreiteten. Die geradlinige Berandung der Lipidstreifen spricht
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Abbildung 4.22: Fluoreszenzmikroskopische (A) und rasterkraftmikroskopi-
sche (B) Aufnahmen derselben Probe aus Bodipy-500/510-C1oH PC dotierten
DMPC—Vesikeln.

jedoch nicht fiir diese Annahme. Diese Situation kann aber grundsétzlich auftre-
ten, wenn die Probe nach dem Entfernen des PDMS—Stempels nicht ausreichend
gespiilt wird. Derartige Probleme bei der Priparation der Lipidstreifen werden
anhand der Abbildungen 4.22, 4.23 und 4.24 diskutiert.

Gelegentlich ldsst sich der PDMS—Stempel nicht mehr von dem Glassubstrat
16sen; in diesem Fall ist die Probe fiir die rasterkraftmikroskopische Untersuchung
unbrauchbar und kann lediglich optisch charakterisiert werden. Die fluoreszenz-
mikroskopische Untersuchung allein gibt jedoch keinen Aufschluss dariiber, ob
sich planare Lipiddoppelschichten auf dem Substrat gebildet haben oder ob die
Vesikel lediglich adhériert aber nicht gespreitet sind. Diese Situation wird in Ab-
bildung 4.22 verdeutlicht. In Abbildung 4.22 A sind zwei fluoreszierende Streifen
aus Bodipy—500/510-C1oH PC' dotierten DMPC—Vesikeln in 10 mM NaCl dar-
gestellt. Erst die rasterkraftmikroskopische Untersuchung (Abb. 4.22 B) dieser
Probe ergibt, dass es sich keineswegs um eine planare Doppelschicht, sondern

lediglich um eine unerwiinschte Anh&ufung von Vesikeln handelt (man beach-
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Abbildung 4.23: Rasterkraftmikroskopische Topographieaufnahmen (A-E)
(Contact-Mode; Hohenskala 20 nm) und Fehlersignal-Bild (F) von strukturierten
DMPC-Lipidsegmenten.

te die Hohenskala von 100 nm). Die Abbildungen 4.23 A-E sind rasterkraftmi-
kroskopische Topographieaufnahmen (Contact-Mode) und Abbildung 4.23 F das
AFM-Fehlersignal von DMPC-Lipidstreifen. Aus den Abbildungen 4.23 A und B
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geht hervor, dass eine scharfe Berandung nicht bei jeder Préparation gelingt.
Uberschiissige Vesikel gelangen unter den Stempel, sofern dieser nicht vollstindig
auf dem Substrat aufliegt, oder werden nach der Abnahme des Stempels an diese
benachbarten Stellen gespiilt, wo sie adhérieren und spreiten. Fiir die meisten
Untersuchungen ist diese unscharfe Berandung nicht hinderlich, solange die Li-
pidstreifen aus unterschiedlichen Lipidkompositionen nicht zusammenlaufen und
sich vermischen. Allerdings wird aus den Abbildungen auch deutlich, dass eine
durchschnittliche, zufriedenstellende Oberflichenbelegung mit Lipid von ca. 90 %
erreicht wird. Die Abbildungen 4.23 C und D verdeutlichen, dass die Mikroka-
vitdt Einfluss auf den Spreitvorgang nehmen kann und sich dadurch eine parallel
zur Berandung durch den Stempel verlaufende Struktur (vgl. weile Pfeile) in der
Topographie der fusionierten Lipiddoppelschicht gebildet hat. Dieser Effekt ist
wahrscheinlich auf unkorrekt von der Masterstruktur abgeformte PDMS-Stempel
zuriickzufiihren, wurde aber gliicklicherweise sehr selten beobachtet. Abbildun-
gen 4.23 E und F stellen erneut heraus, dass es zu der Anhdufung von nicht
gespreiteten Vesikeln auf der Probe kommen kann, was héufig durch unzurei-
chendes Spiilen der Probe mit dem entsprechenden Puffer nach der Abnahme
des Stempels verursacht wird. Auflerdem ist es wichtig, die Konzentration der
Vesikel in der Suspension angemessen niedrig zu wahlen, so dass die Anzahl an
iberschiissigen Vesikeln moglichst gering gehalten wird. Abbildung 4.24 zeigt
fluoreszenzmikroskopische Bilder von Bodipy-—x-DMPC-Lipidsegmenten (A-C)
und von Bodipy—x-DPDPC-Lipidsegmenten (D) in 10 mM NaCl nach der Ab-
nahme der Stempel. Abbildung 4.24 A verdeutlicht auftretende Abnutzungser-
scheinungen des PDMS—Stempels nach hdufigem Gebrauch. Durch ungleichmafi-
ge, unvollstindige Haftung des PDMS-Stempels auf dem Glassubstrat kommt es
zum Zusammenlaufen der verschiedenen Vesikelsuspensionen (Abbildung 4.24 B).
Die Abbildungen 4.24 C und D belegen, dass das fiir den Spreitprozess von hoch-
schmelzenden Lipiden unerlissliche Heizen der Proben problematisch sein kann,

da es zur Bildung inhomogener Lipiddoppelschichten (C) oder zum Zusammen-
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DPDPC
nach dem Heize nach dem Heizen

Abbildung 4.24: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Bodipy-—x-DMPC-
Lipidsegmenten (A-C) und von Bodipy—x-DPDPC-Lipidsegmenten (D) nach der
Abnahme der PDMS-Stempel; (A) Abnutzungserscheinung nach hiufigem Ge-
brauch; (B) Zusammenlaufen verschiedener Segmente; (C,D) Bildung inhomoge-

ner Doppelschichten und Zusammenlaufen der Segmente nach dem Heizen.

laufen der Lipidsegmente (D) kommen kann. Die in 4.24 C dargestellte DMPC-
Probe wurde mit aufgesetztem Stempel fiir 5 min bei 60° C' geheizt, wihrend der
PDMS-Stempel der in (D) abgebildeten DPDPC-Probe vor dem Heizen fiir 5 min
bei 60° C entfernt wurde. Da das Heizen ohne Stempel entgegen den Beobachtun-
gen, dass die Segmente ihre Grenzen bei Raumtemperatur beibehalten, schnell
zum Zusammenlaufen der vorher rdumlich getrennten Lipidsegmente fiihrt, ist es
sinnvoller die Proben mit aufgesetztem Stempel zu heizen. Da die erhohte Tem-
peratur die Bildung einer irreversiblen Haftung zwischen dem PDMS-Stempel
und dem Substrat unterstiitzt, konnen nur kurze Heizzeiten von einigen Minu-
ten gewihlt werden, was die Priaparation hochschmelzender Lipidkompositionen

deutlich erschwert. Meist wird es jedoch wiinschenswert sein, fluide Membra-



76 KAPITEL 4. REALISIERUNG DES BINDUNGSASSAYS

nen in Anlehnung an das Vorbild der biologischen Membran zu untersuchen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden FRAP-Messungen (engl.: Fluorescence Recovery
After Photobleaching) der lateralen Beweglichkeit von Lipiden an strukturierten
und unstrukturierten festkorperunterstiitzten Doppelschichten durchgefiihrt. Die
gemessenen Diffusionskoeffizienten D betrugen D = 0,4+ 0, 02 @ Die Struktu-
rierung fiihrte also nicht zu einer Immobilisierung der Lipide [137].

Zusammenfassend betrachtet kénnen die meisten Probleme, die bei dieser Struk-
turierungsmethode auftreten, vermieden werden, indem die Probe mit hinrei-
chender Menge an Fliissigkeit gespiilt wird und die prdparativen, kompositions-
abhéngigen Parameter wie z.B. Vesikelkonzentration und Inkubationsdauer der
Vesikel bis zum Entfernen des PDMS—-Stempels fiir jedes Probensystem einzeln
festgelegt werden, bevor es routineméflig verwendet wird. Der PDMS-Stempel
sollte gelegentlich optisch auf Abnutzungs— oder Alterungserscheinungen unter-
sucht werden, um sicherzugehen, dass die Strukturgrenzen noch unbeschidigt
sind. Abschlieflend lésst sich feststellen, dass die rasterkraftmikroskopische Un-
tersuchung den Vorteil in sich birgt, dass der einwandfreie Zustand des As-
says zuverldssig gewihrleistet ist, wenn es beispielsweise fiir Protein—Rezeptor—

Bindungsstudien eingesetzt wird.
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4.4.1 Protein—Rezeptor—-Bindungsstudien

In dem folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der durchgefiihrten, spezi-
fischen Protein—Rezeptorbindungsstudien beschrieben. Zunichst wurde die Bin-
dung des Lektins PNA an asialo—G;;—haltige Membranen fluoreszenzmikrosko-

pisch untersucht. Abbildung 4.25 zeigt die fluoreszenzmikroskopischen Aufnah-

YA Fluorescein-Fluoreszenz JllBf Rhodamin-Fluoreszenz

Abbildung 4.25: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zweier Lipidmembran-
segmente aus DMPC/asialo-G ;1 /Bodipy (oberes Segment) sowie DMPC/Bodipy
(unteres Segment) in der Fluorescein-Fluoreszenz (A) und in der Rhodamin-

Fluoreszenz vor (B) und nach (C) der Zugabe des TRITC—x-PNA-Proteins.

men zweier Lipidmembransegmente aus DMPC mit 4 mol% des Rezeptors asialo-
G und 1 mol% des Fluorophors Bodipy-500/510-C1,HPC (oberes Segment) so-
wie DMPC mit 1 mol% Bodipy (unteres Segment) in der Fluorescein-Fluoreszenz
(FITC-Fluoreszenz) (Abb. 4.25 A) und in der Rhodamin-Fluoreszenz (TRITC-
Fluoreszenz) (Abb. 4.25 B) vor Zugabe des PNA-Proteins. Die spektrale Tren-
nung der FITC- bzw. TRITC-Fluoreszenz wurde durch die Verwendung entspre-

chender Filtersidtze erreicht. Nach einer 10-miniitigen Inkubation von 0,3 pM
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TRITC-x-PNA ist die spezifische Bindung des Lektins an die rezeptortragende
Membran durch die starke Intensitidtszunahme der Rhodamin—Fluoreszenz des

oberen Lipidsegmentes (Abb. 4.25 C) deutlich zu erkennen.

ST— " . o

Abbildung 4.26: Rasterkraftmikroskopische Topographieaufnahmen
(Intermittent-Contact-Mode, Hohenskala 14 nm) von Ausschnitten eines
DMPC/G 1 -Lipidmembransegments auf einem Glassubstrat (A) vor und
(B,C) nach Zugabe von 3 nM Cholera Toxin (B-Oligomer). Die Abbildung der
einzelnen B-Oligomere (C) im AFM-Fehlersignal belegt die spezifische Bindung

des Toxins.

Die rasterkraftmikroskopische Untersuchung der Lipid-Protein-Wechselwirkung
besitzt gegeniiber der Fluoreszenzmikroskopie und anderen optischen Methoden
den Vorteil, mit molekularer Auflésung nicht nur die Detektion der Proteine an-

hand der Hohenédnderung sondern auch deren zweifelsfreie Identifizierung durch
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Einzelmolekiilnachweis anhand der Konformation der Proteine zu ermdoglichen.
Als weiteres System wurde die spezifische Bindung der B-Untereinheit des Cho-
lera Toxins (CTB) an G y-haltige Membranen untersucht.

Hohe [nm)]

Abbildung 4.27: Histogramme der in Abbildung 4.26 gezeigten Topographieauf-

nahmen (A) vor Proteinzugabe und (B) nach der Proteinadsorption.

Abbildung 4.26 zeigt rasterkraftmikroskopische Topographieuntersuchungen von
Lipidsegmenten aus DMPC mit 2 mol% G auf einem Glas-Substrat vor (Abb.
4.26 A) und nach (Abb. 4.26 B,C) der Zugabe von 3 nM CTB. Zur Hohenana-
lyse (Abb. 4.27) wurden die mittleren Hohen von Substrat und Membran vor
(Abb. 4.26 A) und nach (Abb. 4.26 B) der Proteinzugabe durch Anpassen von
Gaufifunktionen an die Daten ermittelt. Die Differenz ergab fiir die DMPC/G -
Membran ohne Protein eine mittlere Héhe von 4,3 nm und nach Inkubation des
CTBs einen Wert von 8,2 nm. Die mittlere Hohenzunahme von 3,9 nm stimmt
gut mit den rontgendiffraktometrisch bestimmten Daten [22] fiir die Proteinhohe
von 3,5 nm (vgl. Kapitel 2.4) iiberein. Die gemessene Abweichung kann durch den
Einfluss der Hydrathiille oder durch einen Bedeckungsgrad der Probe von mehr

als einer Monolage entstehen. Die spezifische Bindung des Proteins wird durch die
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integrale Bestimmung der Membranhohe ausgedriickt und durch die Abbildung
der Einzelproteine (Abb. 4.26 C (AFM-Fehlersignal)) anhand der Form und des
Radius der Molekiile (ca. 6 nm) bestétigt. Das Membransegment aus DMPC oh-
ne inkorporierten Rezeptor, das sich nicht in der Abbildung befindet, zeigt keine
Hohenzunahme bzw. Proteinstrukturen, was die prinzipielle Anwendbarkeit des
vorgestellten Arrays fiir Untersuchungen der Bindungsspezifitdt von Biomateria-
lien bestétigt.

Der Bedeckungsgrad der Probe und die Packungsdichte des Proteins lassen sich
mit dem AFM aus der direkten Abbildung der Einzelproteine und der Hohen-
zunahme des Lipidsegmentes ableiten. Geeignet ist dazu auch die Kombina-
tion der rasterkraftmikroskopischen Ergebnisse mit den fluoreszenzmikroskopi-
schen Untersuchungen, wie es anhand eines Rechenbeispiels aufgezeigt wird.
Abbildung 4.28 zeigt rasterkraftmikroskopische Topographieaufnahmen (A,C)
(Intermittent—Contact-Mode, Hohenskala 14 nm) von Ausschnitten zweier Lipid-
membransegmente auf einem Glassubstrat (A) vor und (C) nach Zugabe von 114
nM Cholera Toxin (B-Oligomer)—x-FITC. Der linke Lipidstreifen in Abbildung
4.28 A und C besteht aus DMPC mit 2 mol% G ;1 und 1 mol% Bodipy und ist
nach der Zugabe des Cholera Toxins homogen mit CTB belegt, wihrend der rech-
te Streifen aus DMPC mit 1 mol% Bodipy kein Rezeptorlipid enthélt und keine
Proteinadsorption aufweist. Die korrespondierenden fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen werden in (B, vor Proteinzugabe) und (D, mit Protein) gezeigt und
die Histogramme der Intensitéiten aus 4.28 B und 4.28 D werden in Abbildung
4.29 dargestellt. Abbildung 4.29 A zeigt die Intensitatsverhéltnisse der Lipidstrei-
fen aus DMPC mit 1 mol% Bodipy (der linke Streifen in Abb. 4.28 B, D enthilt
2 mol% des Rezeptors G und 1 mol% Bodipy, der mittlere und der rechte Strei-
fen enthalten kein Rezeptorlipid, aber auch 1 mol% Bodipy) zum Hintergrund
und bezieht sich auf Abb. 4.28 B; Abb. 4.29 B bezieht sich auf die fluoreszenzmi-
kroskopische Aufnahmen aus Abb. 4.28 D und zeigt drei Intensitidts—Peaks. Der

linke ergibt sich aus dem Hintergrund, der mittlere gehort zu der Fluoreszenzin-
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Abbildung 4.28: Rasterkraftmikroskopische Topographieaufnahmen (A,C)
(Intermittent—Contact-Mode, Hohenskala 14 nm) von Ausschnitten verschiede-
ner Lipidmembransegmente auf einem Glassubstrat (A) vor und (C) nach Zu-
gabe von 114 nM FITC-x-Cholera Toxin (B-Oligomer) und korrespondierende

fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (B,D).

tensitdt der Lipidsegmente ohne Rezeptorlipid, wobei die Intensitit im Vergleich
zu der Analyse vor Proteinzugabe durch das Bleichen der Fluorophore abgenom-
men hat. Der rechte Peak mit der hochsten Intensitét ist auf das rezeptortragen-
de Segment zuriickzufiihren; hier entsteht die Intensitédtsdifferenz zum mittleren
Peak durch die spezifische Bindung des Proteins FITC—x-CTB an die rezeptor-
tragende Membran. Aus dem Verhéltnis der Maxima der Intensitéitspeaks, das
in diesem konkreten Fall ;o = 1,86 betrigt, lisst sich der Bedeckungsgrad B der

Probe mit dem Protein wie folgt berechnen:
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Anzahl
g
Anzahl

0N

\\\\X\\\\\\\\\\W\\\\\E\}\\\\\\\\\\\

- - 1. 1.
50 200 250 0 50 100 150 200 250
Intensitat [arb.units] Intensitat [arb.units]

o

Abbildung 4.29: Histogramme der Intensitéten, die in den fluoreszenzmikrosko-
pischen Abbildungen 4.28 B und 4.28 D dargestellt werden und sich auf die
spezifische Bindung des Proteins CTB an die rezeptortragende Membran aus

DMPC/Bodipy/G 1 beziehen.

Die genaue Packungsdichte der CTB-Molekiile ist in diesem Fall nicht bekannt.
Es wird fiir die Abschiatzung aber angenommen, dass sie dicht gepackt aneinan-
derliegen. Nimmt man fiir ein CTB-Oligomer den in Kapitel 2.4 angegebenen
Durchmesser von 6,2 nm [22] an, ergibt sich eine Flichenkonzentration an CTB-
Molekiilen von I'crp = 4,32-1072° % Setzt man fiir die DMPC-Kopfgruppen
und die Bodipy-—x-DMPC-Kopfgruppen jeweils eine Fliche von 0,47 nm? und
fiir die Kopfgruppe des Gy eine Fliche von 0,7 nm? voraus, erhilt man un-
ter Beriicksichtigung der Molverhiltnisse von 97:2:1 (DMPC:G y;1:Bodipy) eine
Flichenkonzentration der Bodipy—Farbstoffe von I'gogipy, = 3,499-107% % Der
Bedeckungsgrad B errechnet sich aus B = %ﬁ} und ergibt B = 1,16 Monola-
gen an FITC-x-CTB.2 Der Wert dieser Abschitzung wird durch das rasterkraft-
mikroskopische, in Abbildung 4.28 C dargestellte, Ergebnis bestétigt. Bei dieser

Abschéatzung wurden die konkrete Packungsdichte des Proteins auf der Membran,

2Der Faktor 1,3 stammt aus der Dotierung der CTB-Molekiile mit den FITC-Molekiilen,

die nach Herstellerangaben 1,3 mol Farbstoff pro mol Protein betrigt.
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die Fluoreszenz—Quenching—Effekte [14] und die Differenz der Quantenausbeuten
durch die Dotierung der Proteine und Lipide mit unterschiedlichen Farbstoffen
vernachléssigt. In einer préizisen Berechnung des Bedeckungsgrades miissen diese
Einfliisse mit einbezogen werden. Deshalb sollte bei der Durchfiihrung der Ex-
perimente der gleiche Farbstoff fiir das Protein wie fiir die Dotierung der Lipide

gewahlt werden.



Kapitel 5

Kontaktmechanik an

Modellmembranen

Wihrend sich das vorhergehende Kapitel mit der Bindung von Proteinen an eine
Lipidmatrix beschéftigt, stellt dieses Kapitel eine detaillierte rasterkraftmikrosko-
pische Untersuchung der Kontakt— und Stabilitéitseigenschaften der Lipidmatrix
selbst dar. Einleitend wird ein kurzer Uberblick iiber die Verwendung der Kraft-
spektroskopie zur Untersuchung biologischer Systeme gegeben.

Die Kraftspektroskopie findet sehr héufig Anwendung in der Bestimmung der
elastischen, elektrostatischen und adhésiven Probeneigenschaften von Biomate-
rialien [35-37,44]. Eindringtiefen der Messspitzen in native und artifizielle Bio-
membranen, die sich aus der Differenz der gemessenen Kontaktkurve zu dem
Kurvenverlauf auf sehr harten Materialien ergeben, wurden ausgiebig unter-
sucht [41,138,139].

Die Elastizitit [139] und Viskoelastizitéit [38,140] von Biomaterialien kann aus
dem Verlauf der Kontaktkurve kurz nach dem Kontaktpunkt berechnet werden.
Weisenhorn et al. quantifizierten erstmalig das Elastizitdtsverhalten lebender Zel-
len und bestimmten den Young Modulus zu E = 13 — 150 kPa [138]. Radmacher

et al. untersuchten eine Vielzahl an Zellen und Organellen und erhielten Werte

84
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fiir den Young Modulus der untersuchten Zellen von F =1 — 100 kPa [141]. Zu-
dem wurden in dieser Arbeitsgruppe die Adhésion und Elastizitat von auf Glim-
mer adhérierten Enzymen analysiert und Adhésionsbilder erstellt [142]. Die enge
Korrelation zwischen Adhésion— und Reibungskontrast wurde z.B. von Dufrene
et al. [53] an LB-Filmen untersucht. Carpick et al. [143] geben eine eingehende
Ubersicht iiber die Adhisions— und Reibungskontrastentstehung. Kraftspektro-
skopische Messungen der elektrostatischen Wechselwirkung, der repulsiven Hy-
dratationskraft oder der sterischen Wechselwirkung wurden von zahlreichen For-
schungsgruppen durchgefiihrt [63,144-149] und bestétigten die theoretischen Vor-

hersagen.

5.1 Theoretische Grundlagen

In diesem Abschnitt werden die theoretischen Grundlagen der Spitze—Probe—
Wechselwirkung im Hinblick auf die Untersuchung mechanischer, adhésiver und
elektrostatischer Interaktionen einer AFM—Messspitze mit einer biologischen Pro-
be kurz zusammengefasst. Die allgemeine Wechselwirkung von Kérpern im nano-
skaligen Bereich ist im Vergleich zu der Wechselwirkung makroskopischer Koérper
zum einen gepragt durch die drastische Vergroflerung des Verhiltnisses zwischen
Oberfliche und Volumen der in Wechselwirkung stehenden Objekte, und zum
anderen geprigt durch das Hervortreten der molekularen oder atomaren Natur
der Strukturen. Insbesondere bedeutet dies, dass die chemischen Eigenschaften
der Oberflichen sowie kurzreichweitige Volumenkrifte gegeniiber langreichwei-
tigen Kréften erheblich an Bedeutung gewinnen. Konsequenterweise kann die
Erdschwerkraft meist vollstéindig vernachléssigt werden, wihrend Wechselwirkun-
gen, die z.B. durch die elektrische Doppelschicht (EDL) (engl.: Electrical Double
Layer) hervorgerufen werden und die van—der-Waals Kraft in den Vordergrund

treten. Im Folgenden wird eine kurze Ubersicht iiber die wichtigsten Kontinu-
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umstheorien der Spitze-Probe-Wechselwirkung gegeben.

Die totale potentielle Wechselwirkungsenergie W zwischen der sphérischen Spit-
ze mit Radius R und der als planar angenommenen Probe, die sich im Abstand
z befindet, setzt sich ndherungsweise additiv zusammen aus Beitragen der van
der Waals—Wechselwirkung W, w und der elektrostatischen Doppelschicht Wgpy,
die iiblicherweise zu der DLVO!-~Wechselwirkung zusammengefasst werden, und
den nicht-DLVO-Struktur-Termen Wy, die z.B. kurzreichweitige Hydratations—
oder sterische Wechselwirkungen [150-152] beinhalten.

Wr =Wprvo + Wst = Wyaw + Wepr + Wy (5.1)

Die verwendeten AFM-Spitzen und die biologischen Membranen tragen in wéssri-
ger Umgebung Netto-Oberflichenladungen, deren Betrag und Vorzeichen von der
Temperatur, Adsorbaten und dem pH—-Wert des Systems abhéngen, da die funk-
tionellen Gruppen an den Oberflichen entsprechend ihrem p/K—Wert dissoziieren.
Befindet sich das System in einem Elektrolyten, konzentrieren sich die jeweiligen

Gegenionen an der Oberflédche.

Die entsprechenden Ausdriicke fiir die Kraft F' zwischen Spitze und Probe wurden
unter Verwendung der Derjaguin—Néherung 5.2 hergeleitet. Nach dieser Approxi-
mation ist die Kraft-Abstands—Abhéngigkeit F'(z) zwischen zwei festen, inkom-
pressiblen Kugeln im Abstand z mit den Radien R; und Ry (Ry, Ry > 2) gegeben
durch [152]

F(z) ~ /:O () (e, = 2m( W (2) (5.2)

Hierbei bezeichnet W (z) das Potential zwischen einer Einheitsfliche und einer
Ebene im Abstand z oder dquivalent die Energie W (z) pro Einheitsfliche zwei-

er Ebenen mit der Distanz z; z, bezeichnet den Abstand zwischen zwei Ober-

'nach Derjaguin, Landau, Verwey und Overbeek
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flichenelementen der beiden Korper. f(z;) ist die Normalkraft pro Einheitsfliche

zwischen zwei Ebenen.

Lésst man eine Kugel sehr grof§ werden (Ry > R;), erhélt man Gleichung 5.3,
die die Kraft zwischen einer Kugel mit dem Radius R = R; im Abstand z iiber

einer Ebene beschreibt.

FRugel(z) = og RWEbene (z), (5.3)

Durch Einsetzen der nicht-retardierten van der Waals—Wechselwirkung zwischen
zwei unendlichen Ebenen (Gleichung 5.4) in die Derjaguin—Néherung (Gleichung
5.3), erhélt man die Kraft (Gleichung 5.5), die auf eine starre Kugel ausgeiibt

wird, die sich im Abstand z iiber einer Ebene befindet.

H
W) = — (5.4)

12722

HR

(5.5)

H bezeichnet die nicht-retardierte Hamaker—-Konstante, die von den dielektri-
schen Eigenschaften der wechselwirkenden Materialien und dem Medium dazwi-

schen abhéngt und typische Werte von 0,2-10720-1.1072° .J [146] annimmt.

Die auf eine Kugel mit Radius R wirkende elektrostatische Kraft Fzp;, kann durch
den in Gleichung 5.6 angegebenen Ausdruck genédhert werden, der auf einer von
Parsegian et al. [153] beschriebenen Gleichung basiert und fiir Oberflichenpoten-
tiale < 50 mV giiltig ist [144, 146, 154-156].

27‘(‘le

€o€r

Frpr(z) = (02 + 07) - e + 20,0y e_;_l] ~ oy - e U (5.6)

Dieser Ausdruck fiir Frpr, wurde aus dem osmotischen Druck und dem Maxwell-

schen Spannungstensor abgeleitet. Fiir die Debye-Lénge d;, die in der Debye—



88 KAPITEL 5. KONTAKTMECHANIK AN MODELLMEMBRANEN

Hiickel-Néherung der Entfernung entspricht, in der das Oberflichenpotential 1)
auf % des Anfangswertes 1y abgefallen ist, gilt:

2p2‘62
= ”—eeokT' (5.7)

Es bezeichnen oy, oy die Oberflichenladungsdichten der Probe (engl.: sample) und

L

der Spitze (engl.: tip), € die Influenzkonstante, ¢, die Dielektrische Funktion des
Materials, e die Elementarladung, k£ die Boltzmann-Konstante, T die Temperatur
und p; die Ionenkonzentration der Komponente i. Gleichung 5.6 gilt fiir eine
sphérische Spitzengeometrie. Der Einfluss abweichender Spitzengeometrien wird

z.B. in dem Ubersichtsartikel von Cappella [151] beschrieben.

Neben der elektrostatischen Wechselwirkung treten z.B. die elastische Deforma-
tion und die Adhésion der beiden betrachteten Korper auf. Die géngige Be-
schreibung dieser Groflen beruht ebenfalls auf Kontinuumsmodellen, bei denen
die mikroskopische Natur unberiicksichtigt bleibt. Haufig verwendet werden die
Hertz-Theorie, das JKR?- und das DMT?-Modell, sowie das Modell von Mau-
gis und die MYD?*Theorie. In der Theorie von Hertz [161], die sehr hiufig fiir
die Abschitzung der elastischen Parameter verwendet wird, jedoch die Adhé-
sion nicht beriicksichtigt, ist der Kontaktradius Ry fiir ein Material mit einem
Young Modulus E gegeben durch Gleichung 5.8, in der v das Poisson—Verhéltnis

bezeichnet. Hierbei wird die Spitze als unendlich hart betrachtet (Egpite — 00).

3:§RF(1—1/2)

Ri= == (5.8)

Die Eindringtiefe z, die nach der hier verwendeten Konvention negativ ist, wird

gegeben durch:

2nach Johnson, Kendall und Roberts [157]
3nach Derjaguin, Muller und Toporov [158]
“nach Muller, Yushchenko und Derjaguin [159, 160]
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3 (1-v?) 22
I v o ) (5.9)

Die Hertz Theorie berechnet den elastischen Kontakt streng genommen nicht fiir
einen sphérischen Korper sondern fiir einen Paraboloiden. Sneddon [162] ist es
gelungen, die Hertz—Theorie auf andere Spitzengeometrien zu erweitern, wobei
die allgemeine Form des Kraftverlaufs als Funktion des Kontaktradius Rx und

der Eindringtiefe z von einem geometrieabhingigen Parameter m bestimmt wird:

F(z) = —2— -2 (5.10)

Dabei ist z.B. m = 1 fiir einen stumpfen Zylinder, m = 2 fiir eine konische Spit-
zenform oder m = 1,5 fiir einen Paraboloiden, fiir den Gleichung 5.10 direkt in
die Hertz—Losung iiberfiihrt wird. Die einfachste Annahme von unveréinderlichen
Kontaktradien (m = 1) vereinfacht die Abschitzung einer Probenelastizitit er-
heblich, da die Proben— oder Kontaktsteifigkeit k; = % ihre Abhéingigkeit von z

verliert:

2R E

In der von Johnson, Kendall und Roberts (JKR) [157] eingefiihrten Theorie wer-
den auch Adhéasionskrifte beriicksichtigt, die sich aber lediglich auf die Kon-
taktfliche beschrinken. Dieser unstetige Verlauf der Wechselwirkung fiihrt in
diesem Modell dazu, dass am Rande des Kontaktkreises unendlich hohe Span-
nungen auftreten. Die Derjaguin Muller-Toporov—Theorie (DMT) [158] ist eng
mit dem Hertz “schen Kontakt verwandt, beriicksichtigt aber die Adhésion. Es
wird davon ausgegangen, dass sich die attraktiven Wechselwirkungen nicht auf
die Verformung der Grenzflichen auswirken. Wéhrend die JKR-Theorie eine gute
Naherung fiir den Grenzfall starker Adhésion, grofler Spitzenradien und weicher

Proben darstellt und die DMT-Theorie den komplementidren Grenzfall kleiner
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Adhésion, kleiner Spitzenradien und harter Proben gut charakterisiert, beschreibt
die Theorie von Maugis [163] den Ubergang zwischen diesen beiden Grenzfillen.
Dies wird auch von dem die Derjaguin-N&herung 5.2 ausnutzenden MYD-Modell
nach Muller, Yushchenko und Derjaguin [159,160] geleistet, welches zudem in der
Lage ist, den Ubergang von Nichtkontakt zu Kontakt konsistent zu berechnen.
Ein Nachteil ist jedoch der sich aus der Losung der elliptischen Integralgleichung

ergebende erhebliche numerische Rechenaufwand.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden MYD-Rechnungen durchgefiihrt, in denen die
van der Waals—Wechselwirkung um den elektrostatischen Einfluss der elektri-
schen Doppelschicht erweitert wurde, um biologische Systeme, in denen die Wech-
selwirkung zwischen Oberflichenladungen und den Ionen der Elektrolytlosung
eine grofle Rolle spielen, besser beschreiben zu konnen. Die Bedeutung die-
ser Ergdnzung wurde bereits fiir den Fall konstanter Oberflichenpotentiale von
Hughes et al. [164] abgeschétzt und soll hier fiir den Fall konstanter Oberflichen-
ladungsdichten explizit berechnet werden. Dafiir wurde die dem Modell zugrunde
liegende van der Waals—Kraft pro Oberflicheneinheit um einen EDL-Druckterm
nach Parsegian et al. [153] erweitert. Dieser Term kann in gendherter Form
(% > 1) fiir die Gesamtkraft zwischen einer sphérischen Spitze und einer Probe
in Gleichung 5.6 iiberfiihrt werden. Gleichung 5.12 gibt den modifizierten, in der
Rechnung verwendeten Druck an, der zwischen zwei Oberflichenelementen von

planaren Halbrdumen wirkt.

H 79 705 2 03 —I—J? +asat(efll —I—ele)
_ Toye (Mo : 001 5.12
P = gl (20 = (21 o (AL T )

Dabei steht ry fiir den Ausschlussradius durch die Pauli Repulsion. Abbildung
5.1 zeigt MYD-Rechnungen mit fiir Lipidmembranen typischen Parametern. Die
eingesetzten Oberflichenladungsdichten betragen o, = —0, 032 % fiir die SizNy—

Spitze [144] und o, = +0,05 5 fiir eine hochgeladene Membranoberfliche, so-
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Abbildung 5.1: Berechnung der Kraft als Funktion des Spitze-Probe-Abstands
nach dem Kontaktmodell von Muller, Yushchenko und Derjaguin fiir typische

Oberflichenladungsdichten von Lipidmembranen.

wie 0, = 0,003 5 fiir eine schwachgeladene Membranoberfliche [156, 165].
Fiir die Probe wurde ein Young Modulus von E; = 5 M Pa und fiir die Spit-
ze ein Young Modulus von E; = 192 GPa mit einem Poisson—Verhéltnis von
v = 0,33 angenommen. Der Spitzenradius betrigt 20 nm. Die Rechnung wurde
fiir eine Elektrolytkonzentration von ¢(NaCl) = 150 mM, ¢(Tris) = 10 mM und
c(CaCly bzw. EDTA) = 2 mM durchgefiihrt. Fiir die Hamakerkonstante wurde
H =7-10"%" J und fiir den Gleichgewichtsabstand ry = 0,3 nm eingesetzt. Die
Abbildung der Kraftverldufe zeigt signifikante Unterschiede aufgrund der Ober-
flachenladungsdichten. Wihrend die stark negativ geladene Membranoberfliche
(z.B. POPS in EDTA) attraktive Kréfte im betrachteten Bereich vollstdndig un-

terdriickt (das Wechselwirkungspotential wird in diesem Bereich aufgrund des
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fehlenden Vorzeichenwechsels kein Minimum besitzen), ist fiir die schwachen abso-
luten Oberflichenladungsdichten eine extrem geringe Attraktion zu beobachten.
Bei sehr starken positiven Oberflichenladungen (z.B. POPS in hohen CaCl,-
Konzentrationen) ist die attraktive Kraft deutlich ausgeprigter und stark genug,
um eine mechanische Instabilitdt bei der Deformation des weichen Probenma-
terials zu bewirken. Diese duflert sich in dem unstetigen Kraftverlauf bei der
Anndherung an die Probe und der beim Zuriickziehen auftretenden Hysterese.
Es sei angemerkt, dass die dem MYD-Modell zugrunde liegende Annahme ei-
nes elastischen Halbraums bei den typischerweise auftretenden Schichtdicken von
der Doppelschicht von &~ 5 nm offensichtlich verletzt wird, wodurch ein direkter
Vergleich der hier berechneten Kurven mit den experimentellen Daten erschwert

wird.



5.2. METHODIK ZUR WECHSELWIRKUNGSANALYSE 93

5.2 Methodik zur Analyse von Spitze—Probe—

Wechselwirkungen

Die folgenden Unterkapitel beschreiben einige von der Rasterkraftmikroskopie ge-
botenen Moglichkeiten, die in Abschnitt 5.1 angefiihrten Wechselwirkungen zwi-
schen einer Messspitze und einer Probe zu untersuchen. Auf die Beschreibung der
theoretischen Grundlagen der Rasterkraftmikroskopie in Kapitel 3.1 aufbauend,
wird zunéchst das Messprinzip der Kraftspektroskopie vorgestellt und anschlie-
end die Analyse der Kraftkurven hinsichtlich der mechanischen und elektrosta-
tischen Eigenschaften anhand von Anwendungsbeispielen besprochen. Es werden
sowohl Kraftkurven behandelt, die mit einem konventionellen AFM-Aufbau ge-
messen werden als auch die, die {iber den Pulsed Force Mode zugénglich sind. Die
eigenen Untersuchungen fokussieren sich auf die Betrachtung der Steifigkeit und
des Durchbruchverhaltens von Lipidmembranen, die im Rahmen dieser Arbeit
mit dem PFM gemessen wurden. Es werden Simulationen der PFM-Kraftkurven
diskutiert und ein automatisches Analyseverfahren vorgestellt, mit dem die Sta-

bilitdtsparameter der untersuchten Membranen quantifiziert wurden.

5.2.1 Konventionelle Kraftspektroskopie

In der Kraftspektroskopie [44,151] wird ein Cantilever an eine Probe heran und
wieder zuriickgefahren, nachdem die Spitze des Cantilevers mit der Probe in
Wechselwirkung stand. Die Auslenkung des Cantilevers aus seiner Ruhelage z,4
gibt Aufschluss iiber den jeweiligen Wechselwirkungsmechanismus zwischen Spit-
ze und Probe als Funktion der Piezoposition z, (s. Abb. 5.2). Sind die Sensitivitét
C der Photodiode und die Federkonstante k. des Cantilevers bekannt, kann iiber
das Hook “sche Gesetz F' = —k.-C - D = —k, - z4 die Kraft F' aus dem Pho-
todiodensignal D bestimmt werden, die die Probe auf die Spitze ausiibt. Die

Kraftauflosung liegt in der Gréflenordnung von wenigen Piconewton. Der Spitze—
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Probe-Abstand z ist der Messung nicht direkt zuginglich. Die direkt messbaren

Piezo

Abbildung 5.2: Schematische Darstellung der relevanten Abstandsparameter des

modulierten Cantilevers iiber einer Probe.

Groflen der Cantileverauslenkung zy (24 < 0 bei attraktiven Kriften) und die mo-
mentane Piezoposition z,, die iiber z, + z4 = 2z mit dem Spitze-Probe-Abstand
z korreliert sind, konnen nach Gleichung 5.13 umgerechnet werden, so dass sich

F(z) ergibt.

ke
(F —1)-z4=2 (5.13)

Die Auslenkung des Cantilevers in Fliissigkeit beim Heranfiihren an eine Probe
und beim Zuriickziehen wird schematisch in Abbildung 5.3 dargestellt. Die linke
Abbildung bezieht sich auf den Hinweg, die rechte Abbildung stellt den Riickweg
dar. Die Bewegung des Cantilevers erfolgt iiber den Piezo mit der Amplitude A.
Der Hinweg startet in der waagerechten Position (I) des Cantilevers, der infolge
der hydrodynamischen Dampfung repulsive Kréifte erfihrt und nach oben ausge-
lenkt wird (II). Uberwiegen die attraktiven Spitze-Probe-Wechselwirkungen die
Repulsion, durchliuft der Cantilever die waagerechte Stellung (III) und wird zur
Probe hingebogen. Ausgehend von dem elastischen Kontakt (IV) mit der Pro-
be wird der Cantilever durch die Piezobewegung zuriickgezogen und durchlauft
wieder die waagerechte Stellung (V) und die zur Probe hin gerichtete Auslen-
kung (VI) durch die hydrodynamische Dampfung, bis die waagerechte Stellung

des Cantilevers am oberen Umkehrpunkt der Schwingung erreicht ist.
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Abbildung 5.3: Schematische Darstellung der Cantileverbewegung bei der
Ann#herung an eine Probe (links) und auf dem Riickweg (rechts) in Fliissig-

keiten.

Der typische Verlauf des Wechselwirkungspotentials und der daraus resultieren-
den Kraft F als Funktion des Spitze—Probe—Abstands z wurde bereits in Ka-
pitel 3.1 anhand von Abbildung 3.1 erldutert. Wahrend eines Oszillationszyklus
durchlauft ein Cantilever mit der Federkonstante k. dieses Potential auf dem Hin—
und Riickweg. Wird aber der Kraftgradient des Systems k = BFTSZ grofler als die

Federkonstante des Cantilevers, werden Bereiche des Wechselwirkungspotentials

iibersprungen und konnen nicht abgebildet werden.

Kraft F

Spitze-Probe-Abstand z

Abbildung 5.4: Instabilitéit bei der Kraftspektroskopie.

Abbildung 5.4 veranschaulicht das Auftreten von Instabilititen auf dem Hin-
und Riickweg der Kraftkurve. Die eingezeichneten Pfeile verdeutlichen, dass

vollstindige Kurven der Spitze-Probe-Wechselwirkung nicht generell aufgenom-
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men werden kénnen. Die Verwendung von Cantilevern mit hoher Federkonstante
im Experiment bedeutet zwar, dass der instabile Bereich verringert wird, aber

dass gleichzeitig auch die Kraftsensitivitdt abnimmt. Der typische Verlauf von

10 10
- Hinweg + Hinweg
0.8 1 »  Riickweg 084
0.6 0.6
E 0.4 g 044
w w
E 0.2 g 0.2
0.0 0.0
0.2 -0.2 4
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Spitze-Probe-Abstand z [nm] Spitze-Probe-Abstand z [nm]

Abbildung 5.5: Typischer Verlauf von Kraft-Abstands—Kurven in Wasser.

Kraftkurven, die in Fliissigkeiten gemessen wurden, ist Abbildung 5.5 zu entneh-
men. Die linke Abbildung zeigt einen Oszillationszyklus eines Cantilevers iiber
einer Probe, die im Ann#herungsbereich netto-repulsive DLVO-Kréfte (s. 5.1)
auf den Cantilever ausiibt und somit keine Instabilitit in diesem Kurvenbereich
auftritt. Der ebenfalls in der linken Abbildung gezeigte Riickweg zeigt deutlich
den Instabilitdtbereich, der haufig als ,, Snap—-Off“bezeichnet wird. Die Differenz
zwischen der maximalen, attraktiven Kraft und der Nulllinie gibt die Adhé&sions-
kraft an. Die rechte Abbildung, in der zur iibersichtlichtlichen Darstellung ledig-
lich der Hinweg der Kraftkurve gezeigt wird, wurde auf einer Probe gemessen,
die kurz vor dem Probenkontakt attraktive Krafte auf die Spitze ausiibte. Die
dadurch erzeugte Instabilitit wird héufig als ,, Snap—On“bezeichnet. Die durch
die Instabilititen erzeugten Hysteresen fiihren zu einer Energiedissipation, da
an dem Abrisspunkt die potentielle Energie der effektiven Feder, die das System

verkorpert, in kinetische Energie umgewandelt wird [166]. Gelegentlich weisen die
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gemessenen Kraftkurven Hysteresen auf, die im Kontaktbereich auf Reibungsein-
fliisse zuriickzufiihren sind. Durch die hydrodynamische Dampfung des Cantile-
vers in hochviskosen Fliissigkeiten kann es auch im Bereich der freien Schwingung
zu einer Hysterese zwischen Hin— und Riickweg des Cantilevers kommen [167].

AuBerdem treten Hysteresen auf, die durch den Piezo verursacht werden.
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5.2.2  Pulsed Force Mode—Kraftkurven

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmalig der Pulsed Force Mode (vgl. 3.2)
zur quantitativen Analyse und Korrelation von Durchbruchkréiften, Durch-
bruchléngen, Steifigkeiten und der Adhésion von Lipiden verwendet. Dabei war
die simultane Abbildung der Topographie mo6glich. Bei den Untersuchungen wur-
den die Lipidkopfgruppen, Kettenldngen der Lipide und die Lamellaritéit systema-
tisch variiert, um Riickschliisse auf die Funktion der einzelnen Membrankompo-
nenten aus ihren mechanischen Eigenschaften ziehen zu kénnen. Das Messprinzip
zur Aufnahme von Kraftkurven mit der konventionellen, quasistatischen Kraft-
mikroskopie und mit dem Pulsed Force Mode unterscheidet sich zunéchst lediglich
durch das Modulationssignal und die Modulationsfrequenz. Wihrend im Kraft—
Abstands—Modus des konventionellen AFM-Betriebs eine Dreiecksspannung und
Frequenzen in der Grolenordnung von 1 Hz angewendet werden, fiihrt der Piezo
im Pulsed Force Mode eine Sinusschwingung mit 0,1 kHz bis 2 kHz aus. Die
schnelle Akquisition konventioneller Kraftkurven ist wesentlich schwieriger, da
im Dreieckssignal enthaltene, hoherfrequente Terme zu schwer interpretierbaren
Resonanzerscheinungen des Cantilevers oder des Piezos fiihren konnen. Da die
Messung mit dem konventionellen Aufbau aufgrund der niedrigen Geschwindig-
keit im Vergleich zur Verwendung des PFMs sehr zeitaufwendig ist und zudem
durch die erhohte Dauer einer Messung grofiere Gerdtedrifte zu erwarten sind,
wurde im Rahmen dieser Arbeit der Pulsed Force Mode zur Messung der mecha-

nischen Eigenschaften von Lipidmembranen gewahlt.

Ein gutes Verstdndnis der im Pulsed Force Mode auftretenden Effekte und eine
zuverlissige automatisierte Auswertung der groflen Datenmengen sind die Grund-
voraussetzungen fiir die quantitative Analyse mechanischer Eigenschaften der
festkorperunterstiitzten Doppelschichten mit dieser Methodik. Die hohe Akqui-
sitionsrate ist besonders von Interesse, da die statistische Natur der Kontakter-

eignisse nicht vernachléssigt werden kann [168]. Aus den durchgefiihrten Simu-
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lationen der PFM-Kraftkurven, in denen u.a. der Einfluss der Hydrodynamik
beriicksichtigt wurde, konnten zunéchst die fiir diesen Zweck optimalen Betriebs-
parameter fiir die Messung mit der Pulsed Force Box bestimmt werden und so eine
mogliche Fehleinstellung und —interpretation verhindert werden. Zur Auswertung
wurde eine neue automatisierte Multiparameter—Cluster-Methode angewendet,
die weniger der subjektiven Beeinflussung unterliegt als die manuelle Auswer-
tung der Daten und gleichzeitig die schnelle Analyse der grofien Datenmengen,

die durch die Verwendung des Pulsed Force Mode auftreten, unterstiitzt.

5.2.2.1 Simulation der PFM-Kraftkurven und Vergleich zum Expe-

riment

Wihrend die Durchfithrung von Kraft-Abstands—Messungen an Luft vergleichs-
weise unkompliziert ist, erfordert die Messung in Fliissigkeiten die Beriicksich-
tigung der Wechselwirkungsmechanismen zwischen dem Medium und dem Can-
tilever. Durch die stark erhohte hydrodynamische Dampfung der Cantileverbe-
wegung in der Fliissigkeit, die auf die 50fach héhere dynamische Viskositit von
Wasser im Vergleich zu trockener Luft [122] zuriickzufiihren ist, kommt es zu einer
signifikanten Phasenverschiebung zwischen der Anregungskraft und dem Detek-
tionssignal. Diese kann z.B. zu einer moglichen Fehlinterpretation der Adhési-
on fiihren, wie sie von X. Chen et al. [169] beschrieben wird. Die im Rahmen
dieser Arbeit durchgefiihrten Simulationen der PFM—-Kraftkurven, basieren auf
dem Modell des extern angeregten und geddmpften harmonischen Oszillators. Die
Methodik zur Durchfiihrung dieser Simulationen beruht auf einem numerischen
Ansatz, der bereits erfolgreich fiir die Simulation des AFM-Tapping—Mode ein-
gesetzt wurde [170]. Das Modellsystem kann durch folgende Bewegungsgleichung

beschrieben werden:

meffé +az+ k2 + Fts(Z) = Fp(t). (5.14)
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Dabei steht m.sy fiir die effektive Masse des Systems, k. fiir die Federkonstan-
te des Cantilevers, k, fiir die Federkonstante der Probe und « fiir die Dim-
pfungskonstante des Mediums. F,(t) = k.Asin(27 ft) bezeichnet die sinusférmige
Anregungskraft und Fi(z) die in der Simulation als linear und harmonisch an-
genommene Modellkraft der Spitze-Probe-Wechselwirkung bei einem gegebenen
Spitze-Probe-Abstand z. Damit ist Fy;(z) gegeben durch: Fy (2) = —k; - 2 fiir
z < 0 und Fi(z) = 0 fiir z > 0. Es sei nochmal darauf hingewiesen, dass die
Spitze-Probe-Kraft Fi;(z) auch im Pulsed Force Mode wegen der Piezobewegung
nicht direkt gemessen wird (vgl. 5.2.1), sondern die Kraft Fy(t), die zur Auslen-

kung des Cantilevers fiihrt, als Funktion der Zeit.

Fy(t) =ke-2(t) — F, = ke - 2(t) — ke - A - sin(27 ft) (5.15)

Fiir die Integration der Gleichung 5.14 wird der Verlet—Algorithmus verwen-
det [171]. Um die numerische Stabilitit zu gewihrleisten, wurde eine Schrittweite
von 2716 der Oszillationsperiode gewiihlt. In der Simulation wird die Losung z(t)
der Differentialgleichung 5.14 in den in Gleichung 5.15 angegebenen Ausdruck
eingesetzt, damit der direkte Vergleich mit der Messung mdoglich wird. Die Fe-
derkonstante k. ldsst sich aus der Messung des thermischen Rauschspektrums
an Luft berechnen [172], die Ddmpfungskonstante o wurde aus dem maximalen
Wert der Kraft in dem Teil des Oszillationszyklus bestimmt, der sich auflerhalb
des Kontaktbereichs befindet und durch die Hydrodynamik bestimmt wird und
die effektive Masse m.ss des Systems kann aus der Messung der Resonanzkurve
des Cantilevers in Fliissigkeiten berechnet werden. Um die Anregungsamplitu-
de des Piezos zu kalibrieren, wurden wéihrend einer Messung auf einem harten
Substrat die Betriebsparameter so gewihlt, dass der Cantilever den Kontakt zur
Probe in der Oszillationsperiode nicht verliert. Aus dieser Messung wurden die
am Gerét in Prozent angegebenen Werte der PFM—-Anregungsamplitude in nm

umgerechnet.
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Abbildung 5.6: Vergleich von auf DPPC/Glimmer gemessenen und simulierten

(glatte Kurven) PFM-Kraftkurven mit Variation der Anregungsamplitude.

Der Einfluss der Anregungsamplitude auf die PEFM-Kraftkurven wird in Abbil-
dung 5.6 verdeutlicht. Die Abbildung zeigt simulierte (glatte Kurven) und gemes-
sene Kraftkurven, die bei verschiedenen Anregungsamplituden auf einer DPPC-
Doppelschicht auf Glimmer gemessen wurden. Die Anregungsamplitude wurde
von A = 44 nm (20,9 %) bis A = 190 nm (90,4 %) variiert. Je grofler die An-
regungsamplitude gewéhlt wird, desto ausgeprigter ist die linksseitige Schulter
des Kraftmaximums, die auf die hydrodynamische Dédmpfung des freien Cantile-
vers im Bereich der grofiten Anregungsgeschwindigkeit zuriickzufiihren ist (vgl.
Abb. 5.3). Dieses Maximum kann bei der Messung mit niedrigen Arbeitspunkten
(engl.: Setpoint, maximale Kraft am Regelpunkt) einen grofieren Absolutwert an-
nehmen als das Maximum der Kraft im Kontaktbereich. Ein ausgepréigtes Neben-

maximum erschwert aber die Bestimmung der korrekten Triggerposition auf der
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Basislinie, die den Bereich angibt, in dem Spitze-Probe-Wechselwirkungen ver-
nachléssigt werden konnen. Dagegen bleibt der Kontaktpunkt, an dem die Spitze
auf die Probe st6ft, weiterhin gut identifizierbar. Die hydrodynamische Damp-
fung des Cantilevers fiihrt auf dem Riickweg der Schwingungsperiode ebenso zu
einer Phasenverschiebung zwischen Anregungs— und Detektionssignal. Dadurch
befinden sich die in der Abbildung als schwarze Kreise dargestellten Punkte, an
denen die Spitze in der Simulation den Kontakt zur Probe verliert, nicht am Kraft-
minimum der Oszillation. Daher kann die Adhésion nicht generell zuverlissig
aus der PFM—-Kraftkurve bestimmt werden. Um diese Artefakte bei den eigenen
Messungen moglichst gering zu halten, wurden niedrige Anregungsamplituden
von 7 % (15 nm) bis 12 % (25 nm) bei Anregungsfrequenzen von f = 100 Hz
bis f = 300 Hz verwendet. Es zeigte sich, dass dadurch die stérenden hydrody-
namischen Einfliisse weitgehend vermieden werden und die Adhésion verlésslich
gemessen werden konnte, und auflerdem immer noch eine ausreichend schnelle

Aufnahme von PFM-Kraftkurven moéglich war.

Im Hinblick auf die qualitativen Steifigkeitsmessungen an Lipidsystemen wurden
Simulationen durchgefiihrt, in denen die Probensteifigkeit bei konstanter Anre-
gungsfrequenz und Amplitude systematisch verandert wurde. Der Pulsed Force
Mode bietet die Mdglichkeit durch Platzieren von zwei Triggerwerten bei ¢; und
ty die PEM—Steifigkeit Sprys aufzunehmen. Die PEFM-Elektronik verarbeitet die
Kraftdifferenz AF = Fy, — F} und die Zeitdifferenz At = t5 — t; gemafl Gleichung
5.16 (aus [67]) zu der PFM-Probensteifigkeit Spry (vgl. Abbildung 3.3) und
erstellt aus diesen Werten ein Steifigkeitsbild.

. L k.k. B AF
PEM = Rell = k4 ke — A(L — cos(2m fAY))

(5.16)

Abbildung 5.7 zeigt die simulierten PFM-Kraftkurven (A,B) und die daraus nach
Gleichung 5.16 errechneten PFM-Steifigkeiten (C,D) fiir verschiedene Frequen-
zen (A,C f =100 Hz und B,D f = 1000 Hz). Fiir die Simulationen wurden die
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Abbildung 5.7: Simulierte PEM-Kraftkurven (A,B) und daraus errechnete PEM-
Steifigkeiten (C,D) fiir verschiedene Frequenzen und Probensteifigkeiten.

Federkonstanten der als harmonische Feder betrachteten Probe von ks = 0,1 %
bis ks = 100 % variiert. Die Federkonstanten lassen sich ndherungsweise nach
Gleichung 5.11 in den Young Modulus E der Probe umrechnen. Die in der Simu-
lation verwendeteten Federkonstanten von k; = 0,1 % bis ks = 100 % entsprechen
Elastizitdtsmodulen von E = 4,46 M Pa bis ' = 4,46 G Pa, wobei ein Poisson—
Verhéltnis von v = 0,33 und ein Kontaktradius von Rx = 10 nm angenom-
men wurde. Die Simulationen zeigen deutlich, dass der mit dem PFM bestimmte
PFM-Steifigkeitskontrast von der gewahlten Triggerposition und der Anregungs-
frequenz abhéngt und dass es zur Kontrastinversion der gemessenen Steifigkeiten

kommen kann. Bei geringen Frequenzen (s. Abb. 5.7 A,C) und dadurch geringen

Déampfungskriften sind jedoch ausgedehnte Plateaubereiche auf beiden Seiten des
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Kraftmaximum zu erkennen, in denen der PFM-Steifigkeitskontrast nahezu kon-
stant, also unabhéngig von der Triggerposition ist. Fiir hohe Dampfungskréfte,
wie sie bei hoheren Anregungsfrequenzen auftreten (s. Abb. 5.7 B,D) ist vor
dem Kraftmaximum ebenfalls ein solcher Plateaubereich zu erkennen, der jedoch
weitaus schmaler als der bei geringen Démpfungskriften auftretende Plateaube-
reich ist. Die in den Abbildungen eingetragenen, senkrechten Linien geben eine ty-
pische Wahl fiir die Triggerposition an. In den jeweiligen PFM-Steifigkeitskurven
(C,D) zeigt sich ebenfalls der nichtlineare Zusammenhang zwischen dem gemesse-
nen Steifigkeitskontrast und der durch die Simulation vorgegebenen Probenstei-
figkeit (vgl. Gl. 5.16). Die Modulationsamplitude wurde in diesen Simulationen
konstant gehalten und betragt A = 50 nm. Fiir die Federkonstante des Canti-
levers wurde der nominelle Wert des héufig verwendeten Olympus—Cantilevers
(ke = 0,08 X Olympus OMCL-TR400PSA) angenommen. Deutlich wird, dass
die Messung der PFM-Steifigkeit von harten Proben lediglich die Federkonstante

des Cantilevers wiedergeben wird. Die Kontrastinversion (s. Abb. 5.7 D) sowie
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Abbildung 5.8: Piezoauslenkung und Spitze-Probe—Abstand fiir zwei ausgewéhlte
Probensysteme der in Abbildung 5.7 A-D vorgestellten Rechnungen.

die Auflésung der Plateaubereiche in der Ndhe des Auslenkungsmaximums des
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Piezos lassen sich durch die relativ starke Phasenverschiebung (vgl. Abb. 5.8 A B)
erkldren, welche in der Gleichung 5.16 nicht beriicksichtigt wird. Die Phasenver-
schiebung setzt eine schnelle Bewegung der Spitze voraus, so dass sie bei dem
Kontakt mit einer harten Probe relativ klein ist, wihrend sie beim Kontakt mit
einer sehr weichen Probe erhalten bleibt. Wie sich gut aus der Abbildung 5.8 B er-
kennen ldsst, befindet sich bei starker Ddmpfung das Eindringungsmaximum der
Spitze in der weichen Probe deutlich hinter dem Auslenkungsmaximum des Pie-
zos. Dies fiihrt dazu (s. Abb. 5.7 B), dass die Cantileverauslenkung, die sich aus
der Differenz von Piezoauslenkung und Spitze-Probe-Abstand ergibt, vor dem
Maximum der Piezoauslenkung maximal wird. Daher kann die Kraftdifferenz aus
Kraft am 1. Triggerpunkt und Kraft am 2. Triggerpunkt (Regelpunkt F,..), wie
sie in Gleichung 5.16 verwendet wird, bei sehr weichen Proben und hohen Damp-
fungskriften eine Vorzeicheninversion erfahren und kann zu der gezeigten Kon-
trastinversion fithren. Generell wird der auf harten Materialien (~ G Pa) gemesse-
ne Elastizitdtskontrast bei der Verwendung von weichen Cantilevern (k = 0,01 %
bis k =1 % ~ M Pa) gering sein, da sich die Federkonstanten der Probe ky und
des Cantilevers k. nach Gleichung 5.17 reziprok zu der effektiven Federkonstante

des Systems k.r; addieren (vgl. Gleichung 5.16).

1
kery

1 1
= —+ — 1
. + . (5.17)

Das Auftreten von Kontrastinversionen des Steifigkeits— oder Adhésions-
signals beim PFM wird anhand von Abbildung 5.9 sichtbar. Die linke Spal-
te der Abbildung zeigt Topographieaufnahmen (Ho6henskala 10 nm) von
DOPC/Sphingomyelin/Cholesterin—Mischungen (2:2:1). In der mittleren Spalte
ist das Steifigkeitssignal (Skala 0,06 V') dargestellt und in der rechten Spalte die
zugehorigen Adhésionsbilder (Skala 0,3 V7). Diese représentative Lipidmischung
ist zur Untersuchung der , Lipid-Raft“~Hypothese von aktuellem Forschungsin-

teresse. Es wird angenommen, dass eine Sphingolipid—Cholesterin—Interaktion
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Abbildung 5.9: Topographie (linke Abbildungen; Skala: 10 nm), Stei-
figkeit (mittlere Abbildungen; Skala: 0,06 V) und Adhésionsmessungen
(rechte Abbildungen; Skala: 0,3 V) wvon Lipid Raft reprisentierenden
DOPC/Sphingomyelin/Cholesterin—Mischungen (2:2:1), die mit dem Pulsed For-

ce Mode gemessen wurden.

zur Bildung einer lateralen Phasenseparation dieser Komponenten in fluiden
Phosphoglyceriden fiihrt und sich diese Sphingolipid—Cholesterin—reichen, festen
Doménen wie Detergenzien-resistente-Membranen verhalten, die unloslich in kal-
ten, nichtionischen Detergenzien, wie z.B. Triton—X, sind [173-176]. Die Struk-
tur und Funktion dieser Mikrodoménen ist noch weitgehend unverstanden. Man
glaubt jedoch, dass sie eine essentielle Rolle bei exo— und endocytotischen Prozes-
sen spielt. Die Abbildung 5.9 A zeigt, dass sich Doménen gebildet haben, die sich
um ca. 1 nm in der Hohe unterscheiden. Die simultane Steifigkeits— und Adhé-
sionsuntersuchung ergab, dass sich die tiefere Phase weicher (dunkel=weich) und
adhésiver verhélt als die hohere Phase und somit die tiefere Phase dem DOPC

und die hohere Phase dem Sphingomyelin zugeordnet werden kann. Die Fragestel-
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lung, in welcher Phase sich das Cholesterin vollstandig oder anteilig 16st, kénnte
iber eine systematische Variation des Cholesteringehalts aus der Steifigkeits— und
Adhésionsmessung beantwortet werden. Dabei ist zu beachten, dass die PFM—
Betriebsparameter konstant gehalten werden und dadurch ein direkter Vergleich
moglich wird und dass die Parameter entsprechend den obigen Ausfiihrungen
sorgsam gewéhlt werden, um mogliche Artefakte durch Steifigkeits— und Adhési-
onskontrastinversionen auszuschlieflen. Das Auftreten von Kontrastinversionen
wird in den Abbildungen 5.9 B und C visualisiert, die beide bei relativ hohen
Anregungsfrequenzen (f ~ 1 kHz) aufgenommen wurden. Abbildung B zeigt
eine Steifigkeitskontrastinversion und Abbildung C die Inversion des Adhésions-
kontrasts.

Im Hinblick auf die Charakterisierung von Biomembranen sollte sich das PFM ne-
ben der Messung der Adhésion, der Steifigkeit, der elektrostatischen Wechselwir-
kung und der elastischen Deformation von weichen Materialien auch hervorragend
fiir die Untersuchung von Durchbriichen der Messspitze durch Lipidmembranen
eignen. Diese von einigen Forschungsgruppen [53-55, 64,148, 168] im konventio-
nellen AFM-Betrieb beobachteten Durchbruchereignisse sind von besonderem
Interesse, da sie zur Beantwortung wichtiger Fragestellungen beziiglich der Stabi-
litdt von Lipidmembranen und Zusammenhinge zwischen adhésiven und mecha-
nischen Eigenschaften beitragen konnen. Leider liegen bisher fast ausschliellich
qualitative Beobachtungen vor und eine konsequente, quantitative Analyse an
verschiedenen Lipiden mit guter Statistik fehlt vollstdndig. Im Rahmen dieser Ar-
beit wurde die Korrelation zwischen Durchbruchlénge, Durchbruchkraft, Adhasi-
on und Probensteifigkeit als Funktion der Lipidkopfgruppe, der Kettenldnge und
der Lamellaritit untersucht, wobei sich eine grofie Statistik zwanglos aus der
erhohten Geschwindigkeit des PFM ergibt. Die Messungen wurden mit einem
automatisierten Multiparameteranalyseverfahren ausgewertet, das im Folgenden

beschrieben wird.
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5.2.2.2 Multiparameteranalyse der Doppelschichtdurchbriiche in
PFM-Kraftkurven

Bei der Messung von Kraftkurven auf Lipidmembranen kommt es hdufig zum
Durchbruch der Messspitze durch die Membran. Dabei hingen die Durchbruch-
krifte und die Durchbruchlingen von dem Lipid, der Geometrie der Spitze und
der Tonenumgebung ab. Der Durchbruch tritt in der Kraftkurve im Kontaktbe-
reich auf und duflert sich in einer Instabilitdt vergleichbar zum Snap—On. Ab-
bildung 5.10 zeigt gemessene Durchbriiche von Cantilevern durch eine POPS—
Doppelschicht, die mit der quasistatischen Kraftmikroskopie (links) und mit dem
Pulsed Force Mode (rechts) gemessen wurden. Die Durchbruchkraft wird an dem
Punkt bestimmt, an dem die Spitze den Kontakt zur Oberfliche verliert und auf
das Substrat schnellt. Aus der Verschiebung der Kontaktkurve kann die Durch-
bruchldnge bestimmt werden. Die Differenz der Steigungen der Kontaktkurven

gibt Aufschluss iiber die Steifigkeit des Lipids.

o [NN]
.ff\
\
=
Ty
i

Kraft F[nN]

-15 10 5 0 5 10 15 20 25 0013 0014 0.015 0016
Spitze-Probe-Abstand z [nm] Zeit t[s]

Abbildung 5.10: Kraftkurven gemessen im konventionellen Kraft—Abstands—
Modus (links) und im Pulsed Force Mode (rechts) auf POPS-Doppelschichten.

Aufgrund der grofien Datenraten (=~ 100 Kraftkurven/s) ist eine automatisierte

Auswertung sinnvoll, mit der die Parameter Adhésion, Durchbruchkraft, Durch-
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bruchlinge und Probensteifigkeit in jeder einzelnen Schwingungsperiode quan-
tifiziert werden konnen. Aufgrund der statistischen Natur der Durchbriiche, die
von Franz et al. [168] beschrieben wurde, treten nicht in jedem Oszillationszyklus
Durchbriiche auf, wodurch die automatische Auswertung erschwert wird. Daher
wurde der automatisierten Analyse eine manuelle Clusteranalyse angeschlossen,
mit der die Durchbruchléngen und —kréifte, Adhésionswerte und mit einiger Ein-
schrinkung auch der Young Modulus der Probe zuverléssig und schnell bestimmt
werden konnten. Die automatische Vorauswertung geht von linearen Regressio-
nen iiber die Zeit At; (1=Linie) aus, die einen Bruchteil der Gesamtperiode AT
darstellt. An jedem Punkt t (t€[S2, AT — £4] ) wird eine Regression ausgefiihrt,
so dass man fiir die eingeschriinkte Periode eine Funktion fiir die Geradensteigun-
gen a(t), die Ordinatenabschnitte b(¢) und die Summe der quadratischen Abwei-
chungen x?(t) erhélt. Von einer vordefinierten Zeit ¢y an, von der man ausgeht,

dass diese vor jedem méglichen Probenkontakt liegt, bis zur Zeit der maximalen

da(t)

Kraft t(Fyne,) wird in jeder Periode das Maximum der Funktion f,(¢) = x*(t) =

gesucht, welches zur Detektion des Endes ¢, eines méglichen Durchbruchs dient.

da(t)
dt

In der Funktion f,(¢) dienen sowohl der Absolutwert von als auch x? als
Kantendetektoren, wihrend zugleich die lineare Regression zu einer effektiven
Glattung der Kurve fiihrt, ohne dabei Informationen {iber die Kantenposition zu
verlieren. Der Beginn des Durchbruchs ¢, wird aus dem Minimum von f;(¢) mit
te [to,te] bestimmt. Die Durchbruchlinge d wird iiber d = y,(ts) — ye(ts) aus den
Regressionsgeraden y,(¢) und y.(¢) bestimmt. Dabei sind y,(¢) und y,(¢) die Gera-
dengleichungen an dem erstem lokalen Minimum von x?(¢) vor dem Durchbruch
bzw. nach dem Durchbruch. In einem zweiten Schritt wird iiber eine Cluster-
analyse die Trennung der Fehldetektionen von den tatséichlichen Durchbriichen

vorgenommen. Die Fehldetektionen sind auf die Perioden zuriickzufiihren, in de-

nen keine Durchbriiche stattfanden.

Abbildung 5.11 zeigt eine dreidimensionale Clusterdarstellung der Parameter
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Abbildung 5.11: Adhésion einer POPS—-Doppelschicht als Funktion der Durch-

bruchlinge und der Durchbruchkraft in einer dreidimensionalen Projektionsdar-

stellung.

Durchbruchléinge, Durchbruchkraft und Adhésion, gemessen auf einer POPS—
Doppelschicht. Durch das Auftreten von negativen Durchbruchlingen und die

deutliche Trennung der Datenhdufungspunkte lassen sich die Fehldetektionen gut

von den echten Durchbriichen unterscheiden.

Zusétzlich zur Durchbruchldnge kann aus der Analyse die Probensteifigkeit des

Kontaktes ks vor dem Durchbruch bestimmt werden. Ausgangspunkt dazu ist die
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Gleichung 5.17, die den Zusammenhang zwischen Piezobewegung, Spitzenbewe-
gung und Cantileverauslenkung angibt. Die Geradensteigung a, die in Einheiten
von V/s angegeben ist, lidsst sich {iber ein konstantes ¢ in die effektive System-

steifigkeit kepr umrechnen (k.ry = a - ¢). Damit ergibt sich fiir a vor und nach

dem Durchbruch:

1 kss'kc
s = —* 5.18
0= 2 () (5.18)
1 ke ke
e = —" 5.19
0= () (5.19)

wobei ag und kgs bzw. a, und k,. jeweils die Steigung a und die Probensteifig-
keit k, vor und nach dem Durchbruch angeben. Dabei muss beachtet werden,
dass die Voraussetzung fiir eine Konstante ¢ eine Nidherung erster Ordnung der
sinusoidalen Bewegung des Piezos im Bereich des Durchbruchs beinhaltet. Lost

man nun Gleichung 5.18 nach kgs und Gleichung 5.19 nach ¢, erhélt man fiir k,:

e — as-kc~kse . as'kc (5 20)
ss_ae'(kse+kc)_as'kse_ae'(1+]f:e)_a’3 ‘

Unter der Annahme, dass nach dem Durchbruch die Substratsteifigkeit kg, viel
grofer als die Cantileversteifigkeit k. ist, wie es der Fall ist, wenn die Spitze mit

dem Substrat in Kontakt ist, vereinfacht sich Gleichung 5.20 zu:

kes = : (5.21)

Man beachte, dass Gleichung 5.21 keine separate Kalibrierung der Piezobewe-
gung oder der Cantileversensitivitit C' benotigt. Aufgrund der Naherung erster
Ordnung fiir die Piezobewegung ist sie fiir konventionelle Kraftkurven innerhalb
der Annahme, dass k. << kg, sogar exakt giiltig, wihrend fiir eine sinusoida-

le Piezobewegung zunichst abgeschitzt werden sollte, welcher Fehler durch die
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Kriimmung des Sinus auftritt. Diese Abschétzung ist moglich, indem die Stei-
gung a, mit einem Faktor zur Beschreibung der Steigungséinderung innerhalb der

Regressionsgerade multipliziert wird. Damit ergibt sich:

;L cos(27 fts)
o = e cos (27 fte) (5:22)

Die Substitution von a, in Gleichung 5.21 mit a, aus Gleichung 5.22 sollte dann
fiir eine konkrete Analyse keine wesentlichen Anderungen fiir &, ergeben. Offen-
sichtlich ist dies genau dann der Fall, wenn die Durchbriiche nicht in der Nihe
der Maximalkraft der PFM Kurve auftreten und die Geradenregressionen iiber

einen kurzen Bereich ausgefithrt werden (t, — ¢, << 2&L).
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5.3 Experimentelle Untersuchung der Durch-

bruchkrifte von Lipiddoppelschichten

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine systematische Studie durchgefiihrt, in wie-
weit die Lipidkopfgruppen, Kettenldngen und die Lamellaritit der Lipidschicht
auf die Stabilitdt der Membran Einfluss nehmen. Diese mechanische Eigenschaft
lasst sich gut anhand von Durchbruchereignissen der AFM-Spitze durch die Li-
pidschicht analysieren (vgl. Abschnitt 5.2.2.2). Einige Autoren berichteten iiber
die Messung dieser Instabilitdt und deuteten sie dadurch, dass der Cantilever die
Membran durchdringt und auf das Substrat schnellt [53-55,64, 148, 168]. Bisher
liegen nur sehr wenige Untersuchungen dieser Durchbruchereignisse vor. In der
Arbeitsgruppe von U. Lee et al. [54] wurden die Durchbruchkréfte einer AFM-
Spitze durch Monogalactosylethanolamin, Dioleyl-phoshatidylethanolamin und
Distearyl-phoshatidylethanolamin aus je 260 Kraftkurven ausgewertet. Hierbei
ergab sich, dass der Quotient aus Durchbruchkraft und Spitzenradius % eine ma-
terialspezifische, reproduzierbare Grofie ist. Allerdings wurden in dieser Untersu-
chung, die im Hinblick auf die Optimierung des Abbildungskontrasts beim AFM
durchgefiihrt wurde, Langmuir-Blodgett—Proben (s. 4.1.1) verwendet, bei denen
ungeklart ist, inwieweit eine Kooperativitit zwischen den beiden Monoschich-
ten besteht. Geeigneter fiir diese Untersuchung sind Lipidschichten, die durch
das Vesikelspreitverfahren prapariert wurden. Diese Praparationsmethode wurde
von V. Franz et al. [168] verwendet, der die statistische Natur der Durchbriiche
an Dioleyloxypropyl-trimethylammonium Chlorid und Dioleyl-phoshatidylserin
aus 50400 Kraftkurven auswertete und ein Modell entwickelt, wie die Durch-
briiche mikroskopisch initiiert werden kénnen. Er stellt heraus, dass die Durch-
bruchkraft logarithmisch von der Geschwindigkeit abhédngt, mit der die Kraft-
kurven aufgenommen werden. Eine quantitative Analyse der Parameter Durch-

bruchldnge, Durchbruchkraft, Probensteifigkeit und Adhésion, sowie die Untersu-
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chung der Korrelation dieser Grofien untereinander und deren Abhéngigkeit von
der Lipidkopfgruppe, der Kettenlinge und der Lamellaritit wurde bisher nicht
durchgefiihrt. Hinsichtlich dieser Liicken wurden in der vorliegenden Arbeit die
Durchbrucheigenschaften von POPS-Doppelschichten und bilamellaren POPS—
Multischichten untersucht und die Durchbriiche der Spitze durch Membranen
aus POPS, DMPS und DPPS im Vergleich zu POPC und DMPC charakterisiert.
Die Lipidschichten wurden nach dem in Kapitel 4.1.1 beschriebenen Verfahren
priapariert. Obwohl nur unilamellare Vesikel fiir den Spreitvorgang verwendet
wurden, kommt es bei PS—-Systemen hé#ufig zur Ausbildung von Multischichten.
Die entsprechende Lamellenzahl kann mit dem AFM anhand der Hohe identifi-
ziert werden, solange das Substrat als Referenzhohe erkennbar bleibt. Die PFM-
Messungen wurden mit niedrigen Anregungsamplituden von 7 % (15 nm) bis
12 % (25 nm) bei Anregungsfrequenzen von f = 100 Hz bis f = 300 Hz durch-
gefiihrt, um den stérenden Einfluss der hydrodynamischen Dampfung (vgl. 5.2.2)
moglichst gering zu halten. Die Messungen, die direkt verglichen werden, wurden
mit der gleichen Anregungsfrequenz durchgefiihrt, um den von Franz et al. [168]
beschriebenen Einfluss der Geschwindigkeit auf die Durchbruchkraft konstant zu
halten. Auflerdem wurden fiir diese Messungen jeweils die gleichen AFM-Spitzen
verwendet, damit auf die konkrete Spitzengeometrie keine Riicksicht genommen
werden musste. Federkonstanten wurden aus dem thermischen Rauschspektrum
der verwendeten Cantilever nach der von Butt et al. beschriebenen Methode [172]
berechnet. Die Federkonstanten fiir den bei den Steifigkeitsmessungen verwende-
ten Olympus—Cantilever (OMCL-TR400PSA) variierten von 0,7 & bis 0,9 .
Der Spitzenradius wurde mit einem Kalibriergitter TGT01 (Anfatec, Oelsnitz,
Deutschland) bestimmt. Fiir die Aufnahme der kompletten Kraftkurven wurde
das Kraftsignal mit Hilfe einer Oszillatorkarte (NI 5911, National Instruments,
USA) aufgenommen. Die Auflosung dieser Karte bewegt sich zwischen 8 Bit bei
100 MS/sund 21 Bit bei 10 £S/s. AnschlieBend konnten die Daten mit dem in Ab-

schnitt 5.2.2.2 beschriebenen, halbautomatischen Analyseverfahren ausgewertet
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werden. Die Anzahl der pro System ausgewerteten Perioden betrigt 1000 bis 5000.
Die hier vorgestellte Untersuchung der Durchbruchkrifte erfolgte ausschliefllich
in dem Puffer aus 150 mM NaCl, 10 mM Tris, 2 mM CaCly, pH = 7, 4.

Die Untersuchung fokussiert sich zunichst auf die Stabilitidtseigenschaften eines

Membransystems aus unilamellaren und bilamellaren POPS—Schichten.

Abbildung 5.12: PFM-Aufnahmen (300 nm x 600 nm) der Topographie (A;
Hohenskala: 20 nm), Steifigkeit (B; Skala: 0,1 V') und Adhésion (C; Skala: 2
V') einer POPS-Lipidschicht, die unilamellare und bilamellare Bereiche zeigt.

Abbildung 5.12 zeigt die PFM-Aufnahmen der Topographie (A), der PFM-
Steifigkeit (B) und der Adhésion (C) einer POPS-Doméne auf Glimmer, die aus
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Doppelschicht— und Multischichtbereichen besteht. Wahrend das Lipid im PFM-
Steifigkeitsbild, das nach der Formel 5.16 ausgewertet wurde, weicher (dunkle
Phase) ist als das Substrat, weisen die unilamellaren und bilamellaren Bereichen
untereinander keinen Elastizitatskontrast auf. Das Adhésionsbild zeigt jedoch
deutlich, dass die Multischicht und das Substrat sehr geringe Adhésion besitzen
und der Bereich der POPS—-Doppelschicht sehr adhisiv ist. Die Erhéhung der
Adhésionswerte an den Réndern der Struktur ist wahrscheinlich auf den Ein-
fluss der Topographie auf die Adhésionsmessung durch die Erhéhung der Kon-
taktfliche zuriickzufiihren, die ausfiihrlich von T. Stifter et al. [177] beschrieben
wurde. Die Randbereiche werden in dieser Untersuchung daher nicht zur Analyse

hinzugezogen.
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Abbildung 5.13: Histogramm der Adhésionswerte, die mit der gleichen AFM-
Spitze auf einer POPS-Doppelschicht (enge Schraffur) und einer bilamellaren
POPS-Multischicht (weite Schraffur) gemessen wurden.

Die quantitative Auswertung der Adhésionswerte auf dem unilamellaren Bereich
und dem bilamellaren Bereich, ist in Abbildung 5.13 abgebildet und wurde mit der
gleichen AFM-Spitze durchgefiihrt. Die Histogrammanalyse ergab, dass die bila-
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mellare POPS—Multischicht eine sehr geringe Adhésion (Fag, = 0,2940,15 nN)
aufweist, die deutlich von den erhohten Werten der Doppelschicht (Flag, =
0,9240,11 nN) getrennt ist. Dieses Ergebnis ldsst sich aus der Betrachtung der
Durchbruchereignisse auf den beiden Bereichen erkldren. Wihrend der Cantilever
in annidhernd jeder Periode, die auf dem Doppelschichtbereich gemessen wurde,
durch die Lipidschicht dringt, wurde auf der bilamellaren POPS—Multischicht
kein Durchbruch beobachtet.

Die enge Korrelation zwischen der hohen Adhésion auf der POPS—Doppelschicht
und dem Auftreten eines Durchbruchs und umgekehrt zwischen der niedrigen
Adhésion auf der POPS—Multischicht, auf der kein Durchbruch beobachtet wurde
(vgl. Abb. 5.11) , kann durch die Ausbildung einer Cochleat-Phase zwischen den
beiden Lamellen der bilamellaren Multischicht erklidrt werden. Es ist bekannt,
dass in multilamellaren Systemen PS—Molekiile in Anwesenheit von Ca*"~Ionen
PS/Ca*"-Komplexe bilden, die fiir die Dehydrierung und die Immobilisierung
der Serinkopfgruppen verantwortlich sind und somit zu einer Verbriickung der
Lamellen fiihren [178-182]. Vermutlich wirkt sich diese Stabilisierung durch die
hohe Kooperativitdt der einzelnen Monoschichten auf die gesamte Multischicht
aus und verhindert so den Durchbruch der AFM-Spitze durch die Membran bei

den hier angewendeten Kriften.

Abbildung 5.14 verdeutlicht den typischen Verlauf der jeweiligen Kraftkurve. Die
auf der POPS—Doppelschicht gemessene Kurve zeigt im Kontaktbereich einen
Durchbruch bei einer Kraft von F' = 520 pN. Die Abbildung zeigt auch das
Auftreten der hohen Adhésion auf der Doppelschicht (Faq, = 0,97 nN) und
die vergleichsweise geringe Adhésion auf der Multischicht (Faq, = 0,35 nN).
Die Durchbruchkraft als Funktion der Durchbruchlinge (vgl. Abb. 5.15) zeigt,
dass keine signifikante Abhéngigkeit der beiden Gréfien vorliegt. Der Erwartung
nach sollte die Durchbruchlinge geringfiigig abnehmen, wenn die Durchbruch-

kraft steigt, da in diesem Fall der Cantilever die Lipidmembran tiefer eindriicken
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Abbildung 5.14: PFM-Kraftkurven einer POPS-Doppelschicht (gefiillte Kreise)
und einer bilamellaren POPS-Multischicht (Kreise), die mit der gleichen AFM-

Spitze gemessen wurde.

sollte. Es ist moglich, dass dieser Trend in der Streuung der Werte fiir die Durch-

bruchlédngen untergeht und sich so der Detektion entzieht.

Die charakteristischen Groéflen Durchbruchlénge und Durchbruchkraft sind nor-
malverteilt, wie die Abbildungen 5.15 B und 5.15 C belegen. Die mittlere Durch-
bruchlinge, die d = 4,3 £ 0,4 nm betrigt, stimmt gut mit der Hohe einer
festkorperunterstiitzten Lipiddoppelschicht iiberein. Die absolute Hohe der Mem-
branen variiert in den AFM—-Messungen, da die Dicke der unterliegenden Was-
serschicht der verschiedenen Proben unterschiedlich ist und die Eindringtiefe des
Cantilevers von der Spitzengeometrie und der Probensteifigkeit abhéngt.

Im Gegensatz zu der Durchbruchlénge, die von der Durchbruchkraft unabhéingig
erscheint, ist die Probensteifigkeit vor dem Durchbruch signifikant von der Durch-
bruchkraft abhédngig, wie in Abbildung 5.16 verdeutlicht wird. An der Streuung

der Probensteifigkeit in der logarithmischen Darstellung lidsst sich gut erken-
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Abbildung 5.15: Durchbruchkraft einer POPS-Doppelschicht als Funktion der
Durchbruchlénge (A) mit Histogrammanalyse (B,C).
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Abbildung 5.16: Probensteifigkeit einer POPS-Doppelschicht als Funktion der
Durchbruchkraft in logarithmischer Auftragung nach Gleichung 5.21.
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nen, dass das Kraftmikroskop iiber eine konstante relative Sensitivitit beziiglich
der Probensteifigkeit verfiigt. Das Ansteigen der Probensteifigkeit mit hoheren
Kréften, ist jedoch innerhalb der géangigen Kontakttheorien (vgl. 5.1) nicht konsi-
stent mit der sich nicht &ndernden Durchbruchlédnge. Eine mogliche Erklérung ist,
dass bei den hier auftretenden hohen Driicken die Beschreibung durch die lineare
Elastizitdtstheorie versagt. Eine grundsétzliche Problematik besteht darin, dass
die Kontakttheorien sich auf den Kontakt elastischer Halbrdume beschrinken
und die hier betrachteten Proben eine Probendicke in der Gréflenordnung des
Kontaktradius aufweisen. Trotzdem bewegt sich der abgeschitzte Young Modu-
lus F fiir die POPS-Doppelschicht in der Groflenordnung von 20 M Pa. Dieser
Wert stimmt gut mit dem fiir Lipidfilme typischen Bereich [183] von 10-200 M Pa
iiberein.

Waihrend die Lipiddoppelschichten aus POPC und DMPC ebenfalls Durch-
briiche zeigten, wurden auf den DMPS- und DPPS-Membranen keine Durch-
briiche der verwendeten Spitzen bis zu einer maximal angewendeten Kraft von
24 nN beobachtet. Die Durchbriiche auf den POPC- und DMPC-Systemen wei-
sen einen von den Durchbriichen auf POPS abweichenden Verlauf auf. Typische
PFM-Kraftkurven werden in Abbildung 5.17 dargestellt. Alle Abbildungen zeigen
Durchbriiche der Messspitze durch die Lipidschicht. Abbildung D veranschaulicht
durch die zwei hintereinander auftretenden Durchbriiche, dass die einzelnen La-
mellen von POPC-Multischichten einzeln durchdrungen werden kénnen. In A, B
und C sind die Regressionsgeraden eingezeichnet, die zur Bestimmung der Pro-
bensteifigkeit verwendet wurden (vgl. Abschnitt 5.2.2.2). Die kurzen Geraden
wurden jeweils an die letzten 40 Punkte vor dem Durchbruch und an die ersten
40 Messpunkte nach dem Durchbruch angefittet. Die lange eingezeichnete Gerade
nach dem Durchbruch wurde an den in den Abbildungen sichtbaren Bereich an-
gefittet, in denen der Sinus naherungsweise linear verlduft. Aus der Differenz der
kurzen Geraden kann, wie in Abschnitt 5.2.2.2 beschrieben wurde, die Steifigkeit

der Probe bestimmt werden. Der Vergleich zwischen der kurzen und der langen
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Abbildung 5.17: PFM-Kraftkurven mit typischem Verlauf gemessen auf Lipid-
doppelschichten aus POPS (A), POPC (B), DMPC (C) und auf einer POPC-
Multischicht (D).

Gerade nach dem Durchbruch zeigt, dass diese Auswertemethode nur sinnvoll bei
POPS und eingeschrinkt bei POPC angewendet werden kann, da lediglich hier die
Steigung der kurzen Gerade mit der Steigung der langen Gerade iibereinstimmt
und somit die Steifigkeit des Substrats (Glimmer) wiedergibt. Die Steigungen der
DMPC- und teilweise der POPC-Kraftkurven verlaufen nach dem Durchbruch
zunéchst flacher als die entsprechenden Geraden im Kontakt mit dem Substrat,
was darauf hindeutet, dass die Messspitze nach dem Durchbruch zunéchst ein
weiches Material (Lipid) beriihrt, bevor sie auf das Substrat stoft.

Ein weiterer Durchbruch—Typ wurde bevorzugt auf DMPC-Doppelschichten be-
obachtet und ist in Abbildung 5.18 dargestellt. Die Spitze scheint in diesem Fall
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Abbildung 5.18: PFM-Kraftkurve mit typischem Verlauf gemessen auf einer
DMPC-Lipiddoppelschicht.

trage durch das Material zu ,gleiten“, ohne dass eine Instabilitidt auftritt oder
die Lipiddoppelschicht abrupt kollabiert. Fiir eine grobe Abschéitzung, wie viele
Lipidmolekiile direkt von dem Durchbruch einer Spitze betroffen sind, wurde der
Kontaktradius Rg einer Messspitze mit einem typischen Radius von R = 20 nm
berechnet, der entsteht, wenn die Spitze 5 nm in den Lipidfilm eingetaucht ist.
Diese Vorstellung entspricht ungefihr der Situation nach dem Durchbruch. Der
Kontaktradius betréigt in diesem Fall R = 13,2 nm, die Kontaktfliche demnach
7R? ~ 550 nm?. Nimmt man an, dass ein Lipidmolekiil eine Fliche von 0,5 nm?
einnimmt, ergibt sich, dass 1100 Molekiile ihre Position infolge des Spitzendurch-
bruchs dndern miissen. Auffallend ist, dass im Gegensatz zu POPS sowohl auf den
POPC- als auch auf den DMPC-Systemen nach dem Durchbruch keine signifi-
kante Adhésion beobachtet wurde. Die Betrachtung der Adhésionsverhalten von
POPS-Doppelschichten und POPS—Multischichten allein deutet darauf hin, dass
die Adhésion hauptséichlich durch den Kontakt zwischen der hydrophilen Spitze
und den hydrophoben Ketten erklidrt werden kann, da auf POPS keine signifikan-

te Adhésion beobachtet werden konnte, wenn kein Durchbruch auftrat und hohe
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Adhésion gemessen wurde, wenn die Spitze durch die Doppelschicht drang. Der
Vergleich der Adhésionsverhalten von POPS und POPC, die sich lediglich in der
Kopfgruppe unterscheiden aber die gleichen Ketten besitzen, kollidiert zunéchst
mit der Vorstellung, dass die Adhésion auf den Einfluss der Ketten zuriickgeht,
da auf POPC keine Korrelation zwischen Durchbruch und Adhésion beobachtet
wurde und die Adhésion durchgéngig klein bleibt. Unter Beriicksichtigung der un-
terschiedlichen Durchbruchmechanismen (vgl. Abb. 5.17 und 5.18) lisst sich eine
Erklarungsmoglichkeit formulieren, die davon ausgeht, dass bei einem Durchbruch
auf den untersuchten fluiden PC-Systemen die Ketten aufgrund ihrer hohen Mo-
bilitdt und dem geringen Ordnungsgrad ausweichen kénnen und die AFM-Spitze
wihrend des gesamten Durchbruchs hauptsichlich in Kontakt mit den Lipidkopf-
gruppen steht. Im Vergleich dazu liegt das POPS in Ca®Thaltigem Puffer in der
geordneten Phase vor und ist damit wesentlich starrer, unbeweglicher und evtl.
auch briichiger, so dass die Spitze spontan die gesamte Schicht durchdringen kann
und in direktem Kontakt zu den Ketten steht, der zu der hohen Adhésion fiihrt.
Zur Bestétigung dieser Hypothese konnten Durchbriiche auf z.B. DOPS, POPS,
DMPS und DPPS durch die Verwendung von Cantilevern mit héherer Feder-
konstante und damit groflerer Auflagekraft und kleineren Spitzenradien erzeugt
werden, um die genaue Abhéngigkeit von den mechanischen und chemischen Ei-
genschaften des Lipids zu bestimmen. Es ist bekannt, dass die Adhésion von
Langmuir-Blodgett—Monoschichten aus Fettsduren mit der gleichen Kopfgrup-
pe variieren kann, wenn diese unterschiedliche Steifigkeiten aufweisen, die durch
verschiedene Fettsdurekettenlingen verursacht werden [184,185]. Dufrene et al.
berichten ebenfalls von der Abhéingigkeit des Adhésionskontrasts von der Pro-
bensteifigkeit der untersuchten Monoschichten und fiihren dieses Verhalten auf
die verschiedenen Kontaktradien zuriick [53]. Bei diesen Untersuchungen stand

der Cantilever aber in direktem Kontakt zu den Ketten.

Zusammenfassend betrachtet konnte mit dieser Untersuchung eine direkte Korre-
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lation zwischen Adhésion und Durchbruchkraft der verschiedenen Lipide nachge-
wiesen werden. Die Studien an PS— und PC-Schichten ergaben, dass vermutlich
auf diesen Lipiden ein unterschiedlicher Durchbruchmechanismus stattfindet, der
dafiir verantwortlich ist, dass bei PC—-Systemen eine vom Durchbruch unabhéngi-
ge, geringe Adhésion beobachtet werden konnte. Die Durchbruchlange, die auf
allen untersuchten Systemen zu ca. 4 nm bestimmt wurde, stimmt gut mit dem

theoretischen Wert fiir Lipiddoppelschichten auf festen Substraten iiberein.



Kapitel 6

Zusammenfassung

Mit der vorliegenden Arbeit wurden zwei Zielsetzungen verfolgt. Einerseits sollte
ein Bindungsassay auf der Basis selektiv funktionalisierter und mikrostruktu-
rierter Lipiddoppelschichtsegmente realisiert werden und dessen Anwendbarkeit
in einem Multispotanalyseverfahren belegt werden. Andererseits sollten die me-
chanischen und adhisiven Eigenschaften ausgewihlter Lipidsysteme mit einer
neuen Charakterisierungstechnik untersucht werden, die es auch in Zukunft er-
lauben wird, die individuell adressierbaren Membranen ortsaufgelost analysieren

7zu konnen.

Im ersten Teil gelang es erstmalig, eine Methode zur Mikrostrukturierung
festkorperunterstiitzter Lipiddoppelschichten in Fliissigkeiten zu entwickeln. Sie
kombiniert die softlithographische Technik des Mikroformens in Kapillaren mit
der Vesikelspreittechnik und bietet ein elegantes Verfahren, einzeln adressierbare
Lipidsegmente im Mikrometer Regime zu erzeugen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das hydrodynamische Fliefiverhaltens in Mi-
krokavititen bei Variation der Parameter Kapillardruck, Oberflichenspannung,
Kapillargeometrie und Probenviskositéit analysiert. Unter Beriicksichtigung dieser
Ergebnisse und der Stabilitidtskriterien fiir PDMS-Elastomere wurden auflerdem

neue Strukturen entwickelt, die fiir den Einsatz am Rasterkraftmikroskop opti-

125
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miert wurden.

Die Anwendbarkeit des Lab—On-A-Chip-Deuvices als Biosensor wird durch zwei
prominente Bindungsstudien belegt. Die spezifische Bindung des Lektins Peanut
Agglutinin an ein asialo—G;;—dotiertes Membransegment wurde mit dem konfo-
kalen Laser—Raster—Mikroskop nachgewiesen. Die hervorragende Einsatzmdoglich-
keit der Rasterkraftmikroskopie fiir die Protein—Rezeptor-Erkennungsstudie
konnte anhand der spezifischen Bindung der B-Untereinheit des Cholera Toxins
an ein GGj;1-haltiges Membransegment gezeigt werden. Mit dem AFM kann die
Bindung nicht nur iiber die Hohenzunahme, sondern auch iiber die Visualisie-
rung der Einzelproteine bestétigt werden. Zudem bot das Rasterkraftmikroskop
die Moglichkeit, strukturelle Anderungen der Lipidmatrix nachzuweisen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde eine neue Methodik zur Untersuchung der
Kontaktmechanik von Rastersonden und Lipidmembranen auf Basis der Digita-
lisierung von Hochgeschwindigkeitskraftkurven und einer automatisierten Multi-
parameteranalyse entwickelt. Dabei konnte die Korrelation zwischen der Adhasi-
on und den materialspezifischen Durchbruchlingen und Durchbruchkréften, die
charakteristische Stabilitdtsparameter der Lipidmembran darstellen, hergestellt
werden. Zum Verstindnis der Kraftkurven wurden Simulationen der Systemant-
wort durchgefiihrt, die auf dem Modell des harmonischen Oszillators beruhen und
ein tieferes Verstindnis der Kontrastentstehung ermoglichen. Es konnte gezeigt
werden, dass bei den untersuchten Systemen mit variierenden Kopfgruppen und
Kettenldngen ein enger Zusammenhang zwischen Durchbruchmechanismus und
Adhésion besteht. Auf Lipiddoppelschichten mit Serinkopfgruppen wurde eine
hohe Adhésion nur bei gleichzeitigem Auftreten von Durchbriichen beobachtet,
wéahrend die Cholinsysteme eine vom Durchbruch unabhéngige, geringe Adhésion
zeigten und ein deutlich differenziertes Durchbruchverhalten aufwiesen. Es wurde
ferner ein Unterschied im Durchbruchverhalten von Doppelschichten und bila-
mellaren Doppelschichten beobachtet. Das Analyseverfahren erlaubte zudem die

simultane Quantifizierung der elastischen Eigenschaften der Lipiddoppelschich-
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ten.

Insgesamt wurden zwei neuartige Verfahren vorgestellt, deren Schwerpunkte im
Fall des Screening—Devices auf der Préparation des Arrays aus Lipidsegmenten
lag und sich im Fall der Untersuchung der Kontaktmechanik auf die Multipara-
meteranalyse der Membranstabilitdt als Funktion von Kopfgruppe, Kettenléinge
und Lamellaritat konzentrierten. Diese beiden Techniken lassen sich gut in einem
Multispotanalyseverfahren kombinieren, in der Lipid—Protein—Wechselwirkungen
im Zusammenhang mit den mechanischen und adhésiven Eigenschaften unter-

sucht werden konnen.

Hier ergibt sich ein neuer Weg, nicht nur vergleichbare Ergebnisse bzgl. der mecha-
nischen Eigenschaften von Lipidmembranen zu erhalten, sondern auch Struktur—
Funktions—Beziehungen von Proteinen auf der Ebene kleinster Molekiilverbénde

71 untersuchen.



Anhang A

Strukturen 1im Silicium—Wafer
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Abbildung A.1: Masterstruktur 1 im Silicium—Wafer.
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Abbildung A.2: Masterstruktur 2 im Silicium-Wafer.
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Abbildung A.3: Masterstruktur 3 im Silicium—Wafer; (A) Gesamtiibersicht der
Struktur; (B) AusschnittsvergroBerung. Die Kapillarhohe betrégt 4 pum.
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Abbildung A.4: Masterstruktur 4, 4A und 4B im Silicium-Wafer; (oben links) Ge-
samtiibersicht der Struktur; (oben rechts) Ausschnittsvergroferung der Hauptka-
pillaren (Struktur 4) in der Mitte der Masterstruktur. Die Ausschnittsvergrofie-
rung der Kapillarsysteme 4A (unten links) und 4B (unten rechts) beziehen sich
auf die Kapillaren, die sich im dufleren Bereich der Masterstruktur befinden (vgl.

Gesamtiibersicht). Die Kapillarh6he betrigt 4 pum.
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Anhang B

Gerate

Rasterkraftmikroskopie:
Dimension 3100, Nanoscope I1la+A /D Controller
Bioscope, Nanoscope IIla Controller

Pulsed Force Box

Kalibriergitter mit Spitzen TGT01

Cantilever:
OMCL-TR400PSA
DNP-S-10
Oszillatorkarte NI 5911

Optische Mikroskopie:
Bio—Rad MRC 600

Leica DM IRE2

Objektive HC PL Fluotar:
10 x 0,3

20 x 0,5

50 x 0,8

Probenpriparation:
Extruder LiposoFast

Tip Sonifier Labsonic U
Plasmareiniger PDC-002

Mikrostrukturierung:

Strukturierung der Silicium—Wafer

Veeco, Santa Barbara, CA, USA
Veeco, Santa Barbara, CA, USA
WITec GmbH, Ulm, Deutschland
Anfatec, Oelsnitz, Deutschland

Olympus Optical Co., Japan
Veeco, Santa Barbara, CA, USA
National Instruments, USA

Bio—Rad, Miinchen, Deutschland
Leica Microsystems, Deutschland

Leica Microsystems, Deutschland
Leica Microsystems, Deutschland
Leica Microsystems, Deutschland

Avestin, Kanada
Brandt,Deutschland
Harrick, New York, USA

IMSAS, Bremen, Deutschland
IMM, Mainz, Deutschland



Materialien
asialo—G

BOdIPY*E)OO/E)lO*ClQHPC
Calciumchlorid
Chloroform
Cholesterin
DMPC

DMPS

DPDPC

DPPC

DPPS

EDTA

Ethanol
5-(6)-FAM
FITCx-CTB
Gangliosid G g
Glasdeckglaser
Glasobjekttriager
Glimmer
Hellmanex
Methanol
Mucasol
Natriumchlorid
PDMS

POPC

POPS
Sphingomyelin brain
Texas Red

Tris
TRITC—x-PNA
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Alexis Corporation, Schweiz

Sigma, Deutschland

Molecular Probes, USA

VWR, Deutschland

Fluka, Deutschland

Sigma, Deutschland

Avanti Polar Lipids, Alabaster, Al, USA
Avanti Polar Lipids, Alabaster, Al, USA
Sigma, Deutschland

Avanti Polar Lipids, Alabaster, Al, USA
Avanti Polar Lipids, Alabaster, Al, USA
VWR, Deutschland

Fluka, Deutschland

Molecular Probes, USA
CALBIOCHEM, La Jolla, CA, USA
Sigma, Deutschland

Plano, Deutschland

Plano, Deutschland

Plano, Deutschland

VWR, Deutschland

Fluka, Deutschland

VWR, Deutschland

VWR, Deutschland

Sylgard™ 184, Dow Corning, West Midland, USA
Avanti Polar Lipids, Alabaster, Al, USA
Avanti Polar Lipids, Alabaster, Al, USA
Avanti Polar Lipids, Alabaster, Al, USA
Molecular Probes, USA

VWR, Deutschland

Sigma, Deutschland
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